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THE SYNTHSEQ APPROACH TO PERSONAL GENOTYPING
Abstract
Inspired by the Archon X Prize for Genomics, our research project involves implementing a novel strategy for
sequencing the human genome. This prize worth $10 million will be awarded to the first company to sequence
100 human genomes with 99.999% accuracy in less than 10 days for under $10,000 each. However, the
possibility of winning the X Prize is secondary to the prospect of revolutionizing medical diagnostics.
Currently, the genomic state of‐the‐art involves identifying SNPs (single nucleotide polymorphisms) that are
correlated to certain diseases. Compared to such existing diagnostics, the genome‐wide, sequence‐based
biomarkers that will be made possible by fast and affordable human genome sequencing are staggering.
After six months of thorough investigation and development, we are pleased to present SynthSeq, a
cutting‐edge, whole‐genome sequencing venture based on the novel sequencing‐bysynthesis technology. In
contrast to high‐priced competitors, our inexpensive and comparatively error‐free whole genome sequencing
solution will prove to be an invaluable diagnostic resource, and it will only become more valuable as advances
are made in the field of molecular diagnostics. At our intended retail price of $5,000, series A investors can
expect a worst‐case MIRR of 22%, and the ultimate NPV should be no less than $700 thousand. We are
confident that our innovative SynthSeq technology will deliver high‐fidelity, low‐cost whole genome
sequencing to as many as 3,000 customers per year as currently envisioned, with the potential for scale‐up to
millions.






































































































































































































The  first  successful  sequencing  of  the  human  genome  began  in  1990  with  the  Human 
Genome Project.   It took until 2003 for the results of the project – the full sequence of the human 
genome  –  to  be  released.    The  project  cost  approximately  $3  billion.1    Since  then,  Sanger 
Sequencing,  the method used by  the Human Genome Project, has been replaced by newer, better 
sequencing methods.   These  “next generation”  techniques have reduced  the sequencing  time of  a 
full  human genome  from  the decade‐long  scale  to  the week‐long  scale  and have moved  closer  to 
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code.    As  access  to  genetic  information  becomes  easier  to  obtain,  and  science  gains  an 
understanding  of  the  genetic  causes  of  many  conditions,  a  new  approach  to  the  diagnosis  and 
treatment of disease  is gaining prevalence – personalized medicine.    In  the near  future, access  to 
such  information  could  mean  that  certain  revealing  sequences  within  each  patient’s  individual 
genome will be used to authorize the use of specialized medical treatments.  While affordable entire 
genome  sequencing  and  the  full  implications  of  personalized  medicine  are  not  yet  a  reality, 
medicine has already incorporated genetic screening into many facets of patient care. 
While  the  average  consumer  does  not  have  access  to  a  service  that  will  give  them  their 
entire genome at a reasonable cost, there are services that will sequence small parts of the human 
genome containing  small nucleotide polymorphisms  (SNPs).    SNPs  are  the most  common genetic 
variations  in  the human genome.   Disease genetics  studies aim  to  link  specific SNPs  to  increased 
risk for disease, thus allowing services to focus on specific locations in the genome that represent 
potential  markers.2    About  3,669  DNA  variants  associated  with  diseases  and  traits  have  been 
identified;  screening  specifically  for  these  variants  could  provide  insight  into  patient  risk  for 
disease without the need for whole‐genome sequencing.  Companies such as 23andMe, Navigenics 
and deCode Genetics provide services that will test for genetic variations and give information on 





of  pharmacogenomics,  a  field  that  investigates  the  effects  of  genetic  variations  on  the  body’s 
response to drugs.  All people respond to drugs differently, and many drug responses appear to be 
linked  to  genetics.    Finding  the  links  between  genetic  polymorphisms  and  differences  in  drug 
metabolizing  enzymes  and  drug  transporters  allows  for  the  use  of  genetic  tests  to  predict 
individuals’  responses  to  different  treatments.4    Pharmacogenomics  could  lead  to  drugs  that  are 
prescribed  for  and  administered  to  each  patient  depending  on  his  or  her  genetic  makeup.  This 
predictive  genomic  information  could  help  optimize  drug  selection  and  dosing,  while  avoiding 






2007,  the  drug was  the  second  leading  cause  of  emergency  room  admissions  related  to  adverse 
drug response.    In 2007,  information on genetic  testing was  incorporated  into  the drug’s product 
label, and the FDA authorized the marketing of a genetic test associated with the drug.  Prior to the 
approval of additional information on Warfarin’s label and the associated genetic test, the only way 
to attempt  to prevent  such  reactions was  trial  and error – patients would be given a dose of  the 
drug, which would be adjusted depending on  its observed effects.   However, data suggesting that 
patients  with  certain  variations  within  the  CYP2C9  and  VKORC1  regions  of  the  genome  require 




thinking about how to approach drugs manufactured  for particular genetic groups.   Clinical  trials 
are  currently  designed  to  test  therapies  on  large  and  diverse  groups  of  patients  to  identify  an 
average response that gauges both safety and efficacy.  Pharmacogenomics seeks to bring this type 
of analysis down to a sample size of one.  The FDA has begun to add recommendations for tests, as 
evidenced  by  the  Warfarin  case;  however,  there  is  still  no  standard  approach  for  approving  a 
diagnostic test to be used in concert with a given therapy.   The FDA has indicated that it  is  in the 






































  Genetic  screening’s most  significant  impact  in  the  field  of medicine  has  arguably  been  in 
cancer  treatment.    One  application  of  genetic  analysis  in  cancer  treatment  is  evaluating  risk  of 







Another  application  of  genetic  screening  in  oncology  has  been  to  develop  specialized 
therapies  to  fight  specific  tumors.   Historically,  cancer  treatment has been dominated by broadly 





result, genetic screening has become increasingly  important  in oncology.   An example of applying 
genetic  screening  to  discover  and  apply  treatment  options  is  in  the  tyrosine  kinase  inhibitor, 
Imatinib,  and  its  use  in  fighting  Chronic Myeloid  Leukemia.    The  drug  is  effective  against  cancer 
whose specific cause is the fusion of the BCR and ABL genes, and it represents a powerful tool for 
patients  fighting  this  cancer.9    This  novel,  individualized  approach  to  treatment  requires  the 
discovery  and  development  of  tests  for  biological  indicators  that  help  doctors  determine  how  to 
treat  each  individual  patient.    As  screening  methods  become  increasingly  fast  and  affordable, 
genetic screening is sure to assume an even bigger role in cancer treatment.10 
A very recent example of  the advances  in genetic sequencing with  implications  for cancer 








ends”  (PARE) approach  identifies entire  rearrangements  in DNA sequences.   This has been made 
possible  by  the  ability  to  perform massive,  parallel,  and  near‐complete  sequencing  of  individual 



























at  exceptional  throughput  and  low  cost.    The  process  has  been  designed  to meet  the  demand  of 











 Provide  in‐house whole  genome  sequencing  through  application  of 
the most promising technology 
 Characterize  the  biological,  optical,  and  computational  methods 
underlying this technology 
 Select appropriate equipment and staff 



















   The  scope  encompasses  the  development  of  the  sequencing  process  in  all  of  its  aspects. 
Sequencing by synthesis principles based on a technology established by Helicos BioSciences lays 




on  the  flow  cell  surface.    The  soft  lithography  polydimethylsiloxane  (PDMS)  flow  cells  are 
purchased  as  one‐time  use  consumables  from  an  outside  vendor.    They  incur  low  consumables 
costs  and  allow  the  construction  of  customizable  PDMS  gaskets  that  easily  adhere  to  the  glass 
surface of the flow cells.  
The  chemistry  relies  heavily  on  reversible  terminator  fluorescent  nucleotides,  which 











The  analysis  of  the  final  sequenced genome  is  out  of  the  scope of  the project.    Currently, 
customers will not receive any medical consultation or diagnosis of elevated risks of diseases after 
his  or  her DNA has  been  sequenced.  The  company will  refer  customers  to  other  companies  that 
specialize  in  the  analysis  of  genomic  sequences.    However,  recognizing  that  this  analysis  can  be 
lucrative, SynthSeq may opt to incorporate this service into its business plan in the future.  
The  goal  of  the  first  year  is  to  develop  a  working  prototype  of  the  process.    Once  the 
prototype  is  functioning  successfully,  the  scale‐up  and  commercial  sequencing will  commence  in 
the second year of operation.  The number of sequencing stations will be increased to accommodate 














fabrication  techniques  to  create  a  cell  on  the micro  scale.    The  soft  lithography  cells  reduce  the 
reaction  volume  significantly  compared  to  more  traditional  sequencing  methods  and  thereby 
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conserve the amount of reagents used in the process.   Another nano‐technological contribution is 
polyelectrolyte  layer  by  layer  assembly,  which  forms  a  polymer  film  that  prevents  non‐specific 
binding of  free dNTPs  to  the bottom of  the  flow cell.    This  reduces background  fluorescence and 
preempts recording the detection of a free nucleotide as a base in the sequence. 
  The  single  molecule  detection  is  made  possible  by  the  ability  to  suspend  the  DNA 
polymerization  reaction  to  identify  the  base  added.    The  development  of  reversible  terminator 
fluorescent nucleotides allows the designer to control the reaction.  The conversion of the 3’‐OH of 
these nucleotides to a small allyl group allows the polymerase  to add the base without any steric 
inhibitions,  but  prevents  the  polymerization  of  additional  bases  until  the  hydroxyl  group  is 
regenerated.   Once the reaction is suspended, the use of a megapixel Electron Multiplying Closed‐
































































The high pixel  resolution and  fast  frame rate serve as  important parameters  for high  throughput 
because they allow more template elongations to be observed in a shorter period of time.  Further 
improvements  in  speed  and  resolution  will  increase  the  throughput  capabilities  of  the  process.  
Also, advancements in genome alignment algorithms will facilitate the assembly of all the collected 
optical data into the genomic sequence in less time, and using less processing power. 
In  addition  to  imaging  limitations,  the  throughput  exhibits  a  strong  dependence  on  the 













The customer  requirements  involved  in human genome sequencing  revolve around a  few 
main  issues:  accuracy of  the  sequence,  quick  results,  and  a positive  customer  experience.    These 
items help define  the Critical‐to Quality  (CTQ) variables  for  the process, which are highlighted  in 
Table 1.3.  These variables represent the core drivers of this technology.  Without achievements in 
either accuracy or high throughput,  the process will not meet  its requirements  for sequencing 12 







The  accuracy  of  the  genomic  sequence  is  affected  by  the  error  rates  in  each  stage  of  the 
process.    For  customer  ease,  the  genomic  DNA  is  collected  through  a  saliva  sample,  which may 
introduce  some  bacteria  into  the  sample,  trace  amounts  of  erroneous  DNA.    During  sequencing, 
errors  are  introduced  through  polymerase‐facilitated  nucleotide  addition,  single‐molecule 




























Table 1.3. Customer requirements satisfied by the SynthSeq technology CTQ variables addressed. 
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single molecule  fluorophores  and moving  from  one  imaging  area  to  the  next  on  a  flow  cell;  the 
frame  speed  and  pixel  resolution  of  the  camera  and  the  velocity  of  the  stage  controller  are  key 
elements.    Advancements  in  these  technologies  may  significantly  increase  the  speed  of  data 
generation for our process.   SynthSeq was designed to successfully sequence twelve genomes in a 
day  using  four  workstations.  Considering  both  sample  preparation  and  genome  assembly,  the 
turnaround is less than four days, providing the customer with a relatively fast result. 
Our ability to attract customers to SynthSeq is essential for the success of our company.  As 
aforementioned,  saliva was  selected  as  the  sampling mode  over  other  common methods  such  as 
blood and cheek swabs.  This collection method was chosen for its non‐invasiveness, simplicity and 
easy  purification  using  a  basic  kit,  while  still  providing  adequate  genomic  DNA  for  analysis. 






























































































  The  nature  of  the  genotyping  industry  is  quite  volatile  due  to  the  constant  and  swift 
technological  innovations  that characterize  the  field of biotechnology.   Consequently, a portion of 
SynthSeq’s  revenue  must  be  allocated  toward  staying  at  the  forefront  of  these  technological 
advances by  investing  in research and development.   Furthermore,  the success of our business  is 
highly dependent upon the low cost of the service that we provide.  Many competing technologies 




that  it  is  nascent  industry  also means  that  the  value  of  the  personal  genome  is  not  yet  obvious.  
Compounded by the fact that inferior, cheaper options, such as the SNP analysis, already exist, there 
is  only  so  much  that  a  customer  would  be  willing  to  pay  for  what  may  turn  out  to  be  merely 
extraneous data on top of the SNP analysis which is already available commercially.14  Nevertheless, 
it  is SynthSeq’s  firm belief  that as more genomes are sequenced and compared,  the great value of 
our product for personalized medicine will be realized.   
Potential  consumers  of  SynthSeq’s  genotyping  service  include  several  main  types.    Our 
target customers run the gamut from healthcare professionals hoping to determine a patient’s risk 
factors to healthy individuals who want a copy of their genome for personal reasons.  Scientists in 




Specifically,  individuals  with  a  family  history  of  certain  cancers  or  genetic  disorders  for 
which there is no current diagnostic might represent some of our customers.  Necessary changes in 
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medical  practice  and  insurance  company  policies  (not  to  mention  ethical  dilemmas) 
notwithstanding,  the  technology  has  the  potential  to  revolutionize  the  field  of medicine,  offering 
novel insights into diseases such as cancer, as well as a plethora of other genetic maladies.  The next 











way of  sequencing DNA.   However, over  the past  five years, new 
“next‐generation” sequencing techniques have surfaced, which are 
exploited  in  highly  parallel  DNA  sequencing  platforms  that  are 
reducing  the  cost  of  DNA  sequencing  by  orders  of  magnitude.16  
The  specific  advancement  that has made  it possible  for SynthSeq 
and  other  “next‐generation”  technologies  to  achieve  such  high 
throughput  at  such  a  low  cost  is  known  as  Sequencing‐By‐
Synthesis (SBS). 
  Sanger  sequencing  relies  on  the  amplification  of  target 








and  relative  position  of  the  ddNTP  that  terminated  amplification.    By  doing  this  for  billions  of 
fragments of the target DNA being sequenced, the overall genome can be reconstructed.  This basic 
idea has been coupled with developments such as capillary electrophoresis, laboratory automation 














 SynthSeq’s  technology  is  based  on  true  single  molecule  SBS.    DNA  molecules  are 
immobilized on a solid surface in a flow cell and are individually imaged by an EMCCD based optical 
detection  system  as  DNA  synthesis  is  carried  out.    The  DNA  to  be  sequenced  is  denatured  and 
sheared and the billions of fragments of the single stranded DNA are annealed to a glass slide using 
novel surface chemistry.  The molecules are distributed randomly over the surface of the glass slide.  
This  slide  is  loaded  into  the  flow  cell,  which  is  mounted  on  the  microscope  stage.    Here,  the 
sequence  of  chemical  reaction  and  imaging  steps,  which  identify  the  sequence  of  the  individual 
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fragments,  are  carried  out.    DNA  amplification  is  done  using  unique,  modified  nucleotides  that 
reversibly  terminate  the  extension  reaction.    These  nucleotides  are  tagged  with  a  fluorophore 
according to their identity, G, C, A or T, and have a 3’‐allyl group replacing the usual hydroxyl group 
that temporarily blocks subsequent nucleotide addition.  After incorporation of the nucleotides, the 
reaction  is  stopped,  allowing  for  the  entire  slide  to  be  imaged  to  identify  which  nucleotide  was 
added  to  each  template  fragment  on  the  slide.    Then,  the  modified  nucleotides  are  un‐blocked 
(regeneration  of  3’‐OH  and  cleavage  of  fluorophore),  which  allows  the  extension  reaction  to 
continue and the identity of the next nucleotide added to be determined.  
There  are  a  few  aspects  of  SynthSeq’s  approach  to  SBS  that  set  it  apart  from  other 




method  is  that  it  is  asynchronous.    DNA  synthesis  is  blocked  after  each  nucleotide  addition  and 
imaging  steps  are  carried  out  in  between  nucleotide  addition  steps.    The  next  nucleotide  is  not 
added  until  the  reaction  has  been  unblocked.    Thus,  it  is  known  exactly  how many  nucleotides 
should have been added and recorded as part of the sequence.   This virtually eliminates insertion 
and  deletion  errors.    Other  technologies  use  real‐time  imaging  of  ongoing  reactions.    These 
procedures often suffer from errors in reading homopolymers – stretches of DNA composed of the 










































































































































































Despite  the  unprecedented  throughput  of  the  SynthSeq  technology  that  has  been 
demonstrated,  it  is  important to consider possible competitors in the genome sequencing market.  
Some  of  the  companies  that  offer  parallel  services  to  ours  include  Illumina,  Roche/454  Life 
Sciences,  and  Pacific  Biosciences.    Unfortunately,  due  to  the  great  amount  of  information  that  is 




forefront  of  the  industry.    In  the  following  sections,  we  demonstrate  the  advantages  of  our 
technology over the methods currently employed by other firms.   
Illumina 
Like  many  other  next‐generation  sequencing  firms,  Illumina  relies  upon  the  parallel 
sequencing  of  millions  of  DNA  fragments  to  determine  an  individual’s  genomic  sequence.  
Specifically,  they  rely  on  a  reversible  terminator‐based  sequencing  chemistry  known  as  Solexa.  
First, randomly fragmented genomic single stranded DNA (ssDNA) strands are attached to a planar, 
optically transparent surface and then extended and amplified, creating a sequencing flow cell with 
millions  of  clusters  that  contain  roughly  one  thousand  copies  of  a  certain  template.    Next,  the 
clusters  are  sequenced  using  four‐color  DNA  sequencing  by  synthesis  technology  that  employs 
reversible  terminators  with  cleavable  fluorescent  dyes,  in  addition  to  an  undisclosed  DNA 
polymerase.  The tagged dNTPs then emit light at different wavelengths following laser excitation. 
This  light  is  detected  using  total  internal  reflection  (TIRF)  optics.    Finally,  the  reads  are  aligned 
against a reference genome using Illumina’s own proprietary software.   
   30
  Some  of  the  advantages  of  the  Solexa  technology  include  the  simplicity  of  their  flow  cell 
(random array, like SynthSeq), as well as the use of DNA clusters, which intensifies the signal sent to 
the  imager,  increasing  the  signal  to  noise  ratio.    Also,  after  completion  of  the  first  read,  the 
templates can be regenerated, enabling a second read from the other end of the clusters, resulting 
in more data and an internal verification method.   
Illumina  claims  their  new HiSeq2000  to  be  the  first  commercially  available  sequencer  to 
enable  researchers  to  obtain  ~30x  coverage  of  two  human  genomes  in  a  single  run  for  under 
$10,000  (USD)*  per  sample.20    However,  as  demonstrated  by  Figure  2.3,  Illumina’s  throughput 
simply  cannot  compete  with  SynthSeq’s  technology.    Although  the  specific  error  rates  of  this 
instrument could not be found in the Illumina HiSeq2000 brochure or datasheet, it is likely that its 
increased  throughput  comes  at  the  cost  of  accuracy.    Researchers  have  noted  that  Illumina’s 
sequencing reads are prone amplification bias.   It is likely that this occurs as a result of Illumina’s 












400,000  parallel  reads.    Their  technology  is  highly 
accurate  and  is  characterized  by  very  few 
substitution  errors,  allowing  de  novo  sequencing  to 
be performed (i.e. no reference genome is necessary).  
Additionally,  the  accompanying  software  is  nimble, 
enabling  facile  data  transfer  and  fewer  IT  demands.  
However, as shown in Figure 2.5, 454 (like Illumina’s Solexa) depends on PCR, which takes a great 
deal  of  time  and  may  result  in  amplification  bias.    Additionally,  454  utilizes  a  pyrosequencing 



















Pacific Biosciences,  founded  in 2004, has developed a platform that uses  “Single Molecule 




zero‐mode  waveguides  (ZMWs),  tiny  aluminum  wells  that  house 
the growing DNA strands, as opposed to the random array used by 
the SynthSeq technology.  In addition to a SMRT cell that ensures a 
high  signal  to  noise  ratio,  PacBio's  SMRT  technology  relies  on 
phospholinked  nucleotides  that  produce  fast,  accurate  reads  using 
DNA synthesis and a detection system that enables the real‐time detection of single molecules.  The 







 PacBio  asserts  that  their  longer  read  lengths  promote  simpler,  more  accurate  assembly 
because  they  can  fully  span  repetitive  or  structurally  varied  genomic  regions  that  can  present 
problems  for  shorter  read‐length  platforms.    The  longer  reads  also  reduce  the  need  for  high 
coverage, significantly  lowering operating costs and requiring  lower throughput.   While these are 
accurate  claims,  our  technology  overcomes  the  read‐length  issue  with  its  relatively  error‐free 
process  (no  insertions  or  deletions,  only  no‐reads)  and  an  aligner  designed  specifically  for  short 
reads.    PacBio’s  SMRT  sequencing  technology,  in  contrast,  is  plagued  by  insertion  and  deletion 
errors that lead to the need for high coverage, severely decreasing throughput. 
  PacBio  also  touts  the  openness  of  its  informatics  design,  which  facilitates  “scalable 
customization  and  integration  with  existing  infrastructure”,  as  well  as  the  versatility  of  their 
SMRT™ Cell, which allows users to easily upgrade their setups.  Similarly, they note that as detector 
technology  improves,  increases  in throughput will be possible without changes to the assay.    It  is 
important  to  realize  that while other companies are  focused on ensuring  the  flexibility and user‐
friendliness of their instruments, SynthSeq does not need to concern itself with such issues.  Given 
that  we  are  offering  a  service  instead  of  a  sequencing  platform,  we  have  certain  inherent 












is  heavily  guarded,  but  it  should  be  assumed  that  they  can  compete  with  any  of  our  other 
competitors  in  terms of  throughput.    Unfortunately,  their  error  rates  could  also not be  found,  so 
gauging  their  competitiveness  is  rather  difficult.    However, with  a  price  tag  of  $68,500  for  their 
whole genome sequencing service, SynthSeq is in position to significantly undercut them.   
In a savvy economic move, Knome has recently developed two separate levels of sequencing 




medicine,  almost  equally  useful.24    It  is  important  to  note  that  much  of  Knome’s  focus  lies  in 
customer  experience,  including  representatives  who  personally  meet  with  clients  to  discuss  the 
findings and analysis of a team of geneticists.  Customer confidentiality, access to consultation, and 
providing  the  latest  genomic  interpretations  are  three  facets  of  Knome’s  business model  (Figure 






similar  service  at much  lower prices.    For  example, Navigenics  and 23andme are  two  such  firms 
offering  a  more  limited  analysis  of  the  genes  that  have  been  linked  to  disease.26    Ostensibly, 
SynthSeq  with  its  advanced  chemistry,  low  error  rates,  and  entire  genome  capabilities  should 
attract  a  wide  audience  if  priced  lower  than  our  full  genome  competitors.    However,  before 
SynthSeq  can  be  absolutely  sure  of  success,  the  relative  utility  of  the  full  genome  over  a  “select” 
analysis consisting exclusively of the protein‐coding DNA exome needs to be demonstrated.   Until 
some palpable advantages of  full‐genome sequencing are demonstrated, a  large proportion of  the 



























































single  fluorescently  tagged nucleotides  after  they  are  added  to  the DNA  template  strands. Unlike 
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other  technologies  that  sequence  in  real  time,  SynthSeq  suspends  the  polymerization  reaction  to 
determine  which  base  is  incorporated.  This  places  time  limitations  on  the  process,  but  these 
restrictions are overcome by utilizing mechanical and optical equipment in novel ways.  
Many  variables  affect  the  overall  throughput  calculation  of  the  SynthSeq  process.  The 










































































































number  of  imaging  areas  limit  the  number  of  genomic  fragments  that  can  be  sequenced 
asynchronously.  The  system  would  be  at  its  ideal  level  of  template  detection  throughput  at 
1.05x106  templates per  imaging area. However, an  inherent  feature of  the SynthSeq  technology  is 
the random immobilization of DNA templates on the surface of the flow cell’s reaction chamber.  As 
a  result,  the  templates  are  bound  randomly  on  the  flow  cell  surface  at  a  particular  area  density 
defined as: 
   





This  disc  cannot  interfere  with  other  template  fluorescent  circles  or  pixel  boundaries  following 
specific boundary conditions.  If one pixel has two template circles, then the pixel becomes inactive 
because  the wavelength emission of a particular base cannot be assigned  to  the proper  template. 
Also, the intensity ratios from two cameras used to identify bases will not fall in acceptable ranges 
when  overlap  occurs.    The  inability  to  identify  the  emitting  fluorophore  would  result  in  an 
unidentified base at that position in the sequence.  
 The random arrangement of  templates on  the surface causes some pixels  to be unusable.  
The ratio of usable pixels to total pixels becomes the ‘efficiency factor’ of the template/pixel system 
and  significantly  affects  the  throughput.   Higher  efficiency  allows more  genomic  fragments  to  be 
sequenced simultaneously  in a given  imaging area,  resulting  in  fewer  flow cells used per genome 
and a reduced total sequencing time.  The efficiency is defined by Equation 3.3.  
      
  The  probability  of  one  template  optical  center  landing  in  one  pixel  follows  a  statistical 
distribution.    Treating  templates  as  fluorescent  points,  an  optimally  loaded  system  has  36.8% 
empty  pixels,  36.8%  pixels  containing  one  template,  and  26.4%  pixels  containing  two  or  more 
templates.    This  calculation  results  in  an  efficiency  factor  of  0.368,  which  corresponds  to  the 
maximum yield for the pixel array efficiency when optical diffraction is neglected.27  
The  optical  diffraction  of  the  fluorophores  and  the  250nm  stage  shift must  be  taken  into 
account  to  obtain  an  accurate  estimate  of  the  system’s  efficiency.    To  adapt  to  this  design,  a 

















random  number  generator  randomly  places  numbers within  the  smaller  arrays.    The  simulation 
evaluates  the  number’s  position  relative  to  both  its  position  in  the  array  and  its  position  in 
comparison to other random numbers. 
The  boundary  conditions  follow  certain  criteria  to  determine  if  a  pixel  is  viable.    It  is 
assumed that if 50% or more of the template’s area lies within a pixel its intensity ratio can still be 
accurately  determined,  and  it  is  labeled  viable.  
Therefore,  if  the  simulated  template  lies  anywhere  in 
the pixel other  than  the  four corners, where significant 
pixel  overlap  occurs  (the  red  areas  of  Figure  3.2.),  the 
template  is  considered  viable  and  the  count  for  that 
particular pixel  is  set  to 1.    If  a  template  lies on one of 
the  four  corners,  it  appears  as  a  diffractive  disc 
straddling 3 or 4 pixels.  It is improbable that more than 
50%  of  that  disc  will  lie  in  one  pixel,  thus  making  all 














this  contaminating  signal  causes  an  intolerable  spread of  the  intensity peaks of  the  target  signal.  
This infringement makes the target pixels unusable.  
 
Using  these assumptions,  the efficiency of  the pixel  grid becomes 0.186. This  efficiency  is 
about half the efficiency calculated when the templates are treated as points. This drop is expected 
because  simulating  the  templates  as discs  imposes  additional  limitations  to what  the  system can 
identify and thereby reduces the number of usable pixels.  
In  order  to  compensate  for  this  decrease  in  efficiency,  a  250nm  stage  shift  is  performed 
using  the  piezo  positioner.  The  shift  will  increase  the  efficiency  by  making  some  templates 
detectable although they were previously considered  in an unfavorable position on the pixel grid 
(Figure 3.4(b)).   The efficiency calculated  is also a  function of  the area density.   The optimal area 
density is determined by trial and error to see which value produces the highest efficiency. With an 
n=1.15, when 1.21x106 templates are laid out randomly on the imaging surface of the flow cell, an 
efficiency of  0.324  is  achieved. This  value  is  close  to  the  ideal  efficiency  obtained when both  the 
optical diffraction and shift were not taken into account.  This efficiency value is incorporated into 
the overall throughput equation.  
An  ordered  array  could  have  been  produced  on  the  slide’s  surface  instead  of  a  random 


















Pen  Nanolithography  (DPN),  a  technique  that  uses  an  atomic  force  microscope  tip  to  transfer 
molecules to a surface.28  This could be used to “print” arrays of poly‐T tails on the surface of a glass 









inert  surface.    Representatives  from  nanoink  could  not  guarantee  success  using  the  DPN5000 
machine in this context.  Finally, the array printer would have to produce an ordered array of single 
molecules;  the DPN5000 cannot  consistently print only one  single  stranded DNA oligonucleotide. 




  The random nature of  this process requires an over‐generation of  information  in order to 
assemble a  full genomic sequence. The  target genome must be multiplied by a coverage  factor  to 
ensure no gaps exist  in the sequence. This factor  increases the total  length sequenced and lowers 




will  position  it  properly  into  the  sequence.  More  critically,  the  success  of  a  proper  base  in  the 
sequence depends on the success of binding polymerase to the template strands and maintaining 
high  processivity,  incorporating  a  free  dNTP  into  the 
growing  template  strand,  generating  a  strong 
fluorophore signal for detection, and assigning the signal 
to  the  proper  nucleotide  so  it  can  be  placed  in  the 
genome  sequence.    Each  of  these  steps  in  the  single 
molecule  sequencing  has  a  probability  of  failure  that 
contributes  to  the overall probability of gaps  forming  in 
the  genome  assembly.    Therefore,  each  of  these  steps 
received  individual  probability  analysis  to  estimate  the 
depth needed  for whole  genomic  coverage.    The  probability  of  success  for  each  of  these  steps  is 
shown in Table 3.1.  These specific analyses are shown in detail in Chapter 5. 
The  total  coverage  is  established  using  a  negative  binomial  distribution.  The  purpose  of 
finding  this  distribution  is  to  determine  how many  copies  of  the  genome must  be  sequenced  to 
reach the maximum overall error rate of 10‐5 or 1 in every 100,000 bases sequenced.  This function 
models  the  probability  that  there  will  be  a  certain  number  of  failures  before  a  predetermined 
number of successes can occur.  One of the variables in this distribution is the probability a success 
will  occur.    The  success  rates  of  each  individual  source  of  error  in  the  process  contribute  to  the 
overall  probability  of  success.    The  total  probability  is  the  product  of  the  probability  from  each 
component  (Table 3.1), which equals 0.95.   Equation 3.4  is  the  formula  for  the negative binomial 
distribution. 


























1. Every base position  in  the genomic sequence needs at  least one a success or  identified base to 
add to the sequence. The coverage is how many copies are required of a particular base position. 
The failures are represented by X’s, or unidentified bases,  in that position when processed by the 
aligner.    The  failure  number  is  varied  until  the 
probability  of  error  is  under  10‐5.    After  this 
evaluation  and  application  of  Equation  3.4,  the 
coverage  factor  is  calculated  as  6  (Table  3.2). 
Therefore,  six  copies  of  the  genome  must  be 
sequenced  in  the process  to accurately  reconstruct a 
full human genome. This coverage provides an overall 
error  rate  of  2.97*10‐7,  which  is  lower  than  the  10‐5 
target.   
  Many  commercial  competitors  require  more  than  20‐fold  coverage  for  their  sequencing 
technology.    This  is  a major  advantage  for  SynthSeq  because  it  allows  a  higher  throughput.  This 
lower coverage is made possible by the asynchronous nature of the process. Since the total number 
of  nucleotide  additions  is  known,  no  deletion  or  insertion  errors  exist.  If  a  base  is  not  properly 
identified in a particular position, then an X is placed in its spot and the sequencing continues in the 
proper order. Also, SynthSeq does not need to worry about homopolymers – repetitive bases  in a 
single  template  –  because  reversible  terminator  nucleotides  allow  for  the  stepwise  addition  of 
nucleotides  through  those  sequences.  Finally,  since  the  SynthSeq  process  does  not  rely  on 















  A  critical  feature  of  this  technology  is  that  it  accomplishes  exceptional  throughput 
capabilities without sacrificing highly accurate sequencing.   Many design variables are  taken  into 
account  when  developing  a  cost‐effective  process  with  the  required  twelve  genomes  per  day 




objectives  and  magnification  changers 
available  for  the  microscope  system.  The  60x 
objective  with  the  0.5  magnification  changer 
sets  the  pixels  in  the  imaging  area  to  roughly 
0.25µm2  and  the  total  imaging  area  to 
0.25mm2. The number of  imaging areas  in  the 
13mm by 13mm flow cell reaction chamber is 841. These areas set the parameters for how many 
DNA  templates  can  be  sequenced  simultaneously  in  one  flow  cell.  Equation  3.5  shows  the  ideal 
number of templates that can be sequenced simultaneously in one flow cell: 
     Equation 3.5 
Where  one  imaging  area  contains  a  1024  by  1024  pixel  grid.    Incorporating  the  read  length 










If    could be  achieved,  one  flow  cell would be more  than  adequate  to  sequence  a 
human  genome.  However,  the  other  factors  must  be  accounted  for  to  get  a  more  accurate 
calculation of SynthSeq’s throughput.  
The  major  limitations  to  the  throughput  of  this  process  are  the  efficiency  and  coverage 
factors and the cycle time associated with the identification of each nucleotide. A higher efficiency 
correlates  to more  templates  being  sequenced  at  once  and  less  data  being  discarded  because  of 
optical  detection  ambiguity. A  small  increase  or decrease  in  the  efficiency  significantly  alters  the 
throughput  results.  The  real  number  of  base  pairs  sequencing  in  one  flow  cell  includes  the 
efficiency factor. 
   Equation 3.7 
The  coverage  factor  dictates  how  many  total  base  pairs  must  be  sequenced  during  the 
process.  The 6‐fold  coverage  factor  forces  the  overall  sequencing  time  to  increase  as well  as  the 





The  completion  of  the  chemistry  and detection  cycle  for  one nucleotide  addition  sets  the 




and cleaving steps.   This chemistry and detection cycle occurs 32 times per  flow cell  to sequence 
each template to its read length. Consequently, each flow cell runs for 4 hours.  In between flow cell 
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sequencing,  a  technician  must  dispose  of  the  finished  cell,  reapply  oil  to  the  microscope  stage, 
attach  the  next  flow  cell  properly,  check  for  errors  in  the  automation  process,  and  begin  the 
sequencing cycles. This procedure takes an estimated time of fifteen minutes.  
After summing all these process times, the sequencing of one genome requires about 8.25 
























































Before  the  actual  sequencing  of  the  human  genome  can  commence,  the  DNA  must  be 
purified,  the  reaction  chamber  flow  cell must  be  assembled,  and  the  sequencing  station must  be 
assembled.   This chapter will outline the necessary preparation stages that need to be performed 
before  the  actual  chemistry  and  nucleotide  detection  occurs.    The  DNA  sample  is  received  as  a 
saliva  sample  for  customer  ease.    The  DNA  in  this  sample  is  extracted,  purified,  sheared,  and 
modified  to  fit  the  requirements  of  the  SynthSeq  process.    The  genomic  DNA  fragments  are 
immobilized randomly on the flow cell reaction chamber surface.  The bottom glass cover slip of the 
flow  cell  undergoes  layer  by  layer  assembly  to  prevent  the  non‐specific  binding  of  fluorescent 
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Genomic  sequencing  begins  with  the 
collection of the customer’s DNA.  Since saliva is not the most pure source of genomic information, 
the  need  for  high  purity  sample  collection  is  high.   The  DNA  Genotek  Oragene®  kit  solves  this 
problem with  a  solution  that mixes  with  saliva  samples  for  preservation.   A  kit  is mailed  to  the 
customer; he or she spits into the prepared sample and mails their DNA sample back to SynthSeq.  
The sample is then loaded into the Magtration 12GC, manufactured by PSS Bio Instruments, which 
uses  paramagnetic‐particle  technology  to  purify  the  DNA  from  the 


























The  DNA  strands  are  then  purified  using  the  QIAquick  Purification  Kit,  and  the  ends  are 
repaired by mixing the DNA with the reaction mixture found in Table 4.2 and incubated.31  The DNA 
once  again  is  purified  using  the QIAquick  Purification Kit.  The  poly‐A  tail with  fluorescent  tag  is 
added  to  the DNA  fragments using  the reaction mixture  found  in Table 4.3 and  incubated.32   The 
sample is the run through a Qiagen MinElute Purification Column Kit.33   Both Qiagen kit protocols 
can be found in Appendix B. 
  The Gantt chart  (Figure 4.1) shows  the  time each step  in  the sample preparation  takes  to 
complete.  The Magtration purification can purify all twelve genomic DNA samples needed for daily 
operation  at  once.    All  these  procedures  are  performed  to  prepare  the  samples  sent  to  the 
sequencing  station  the  following  day.    The  times  depicted  in  the Gantt  chart  affect  the  customer 
turnaround because a day  is  required  for DNA preparation before  it  is  sequenced.   However,  the 




























In  order  to  carry  out  the  single  molecule  SBS  process,  the  fragments  of  the  DNA  being 
sequenced must be bound to the glass slide.   The surface must be able to bind to these fragments 
but  prevent  non‐specific  binding  of  free  nucleotides  and  other molecules  during  the  sequencing 
process to prevent imaging errors.  To accomplish this, it is necessary to coat the surface of the slide 
with  a  bio‐inert  surface  that  can  still  bind  to  the  DNA  fragments.    The  solution  to  this  problem 
requires  layer by  layer deposition of polymer onto the glass  followed by  immobilization of single 
stranded DNA strands onto that surface that serve to capture the template DNA. 
  The formation of a bio‐inert surface on the glass slide is accomplished using layer‐by‐layer 
(LbL)  deposition.    LbL  deposition  is  a  method  that  assembles  ultrathin  films  on  a  substrate  by 
submerging  the  substrate,  in  this  case  a  glass  slide,  back  and  forth  between  two  dilute  baths  of 
oppositely  charged  polyelectrolytes.    There  are  many  advantages  to  LbL  deposition.    It  is  a 





is  alternately dipped  in dilute  solutions of  the PAA and PAAm with  three  rinses  (2 min, 1 min, 1 
min)  in  between  each  polymer  application.    Dipping  the  substrate  into  each  of  the  polymer 
solutions once completes one bilayer on its surface.   A polymer trilayer is used in this process, so 
three  cycles  of  polymer  addition  are  completed  in  order  to  create  the  bio‐inert  surface  that will 
prevent free nucleotide absorption.  The multilayer films are thermally cross‐linked at 90C under 
vacuum for eight hours. 34 
  After  completing  the  bio‐inert  surface,  the  slide must  be  bio‐functionalized  such  that  the 
template  DNA  fragments  to  be  sequenced  can  be  immobilized  on  its  surface.    The  sample 
preparation  steps  of  the  process  include  DNA  purification,  denaturation,  fragmentation  and 
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PAA  surface  by  carbodiimide  activation.    The  aminated  ssDNA  oligonucleotide  is  diluted  in  acid 
buffer  (10  mM  2‐(N‐morpholino)ethansulfonic  acid  buffer  (MES  buffer,  pH  6;  Sigma‐Aldrich) 
containing  10 mM MgCl2  (Sigma‐Aldrich),  5  mM  1‐ethyl‐3(3‐dimethylaminopropyl)carbodiimide 
(EDC;  Sigma‐ Aldrich),  and 0.33 mM N‐hydroxysulfosuccinimide  (NHSS;  Sigma‐ Aldrich))  and  the 
glass substrate is submerged in the DNA solution.  The concentration of the DNA in the solution and 


















to  microfabrication  of  microfluidic  channels  in  a  flow  cell.  Soft  lithography  includes  a  family  of 
techniques  involving a soft polymeric replica (i.e. PDMS) cured to a hard master mold to create a 
soft stamp.37  The polymer is compatible with the chemicals used in the process so the flow cell will 
not  corrode  or  degrade  while  sequencing.    The  flow  cells  will  be  externally  manufactured  by 
CiDRA® Precision  Services,  LLC,  using  their  SlipStream™  technology.    They develop  consumable, 
custom  flow  cells  made  as  per  design.  38    In  this  sequencing  process,  a  standard  microscope 
coverslips  serve  as  the  top  and  bottom  of  the  device.    The  PDMS  is  cut  according  to  the  design 
specifications  of  a  reaction  chamber  13mm  by  13mm  by  0.5mm.    Figure  4.2  displays  a  rough 
representation of the flow cell dimensions.  
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Layer‐by‐layer  assembly  is  performed  on  the  glass  slides,  and  the  poly‐T  tails  are 





an outlet channel  to allow continuously  flushing of solutions out of  the system.   An outline of  the 
entire  flow  cell  preparation  is  depicted  in  Figure  4.3,  and  the  steps  occur  over  a  10  hour  time 
period. Like the sample preparation, the flow cell preparation is performed a day prior to the actual 





















involved  in  the  sequencing 
station  make  the 
throughput  of  the  design 
possible.    The  station  setup 
is depicted in Figure 4.4.  An 
infusion  only  syringe  pump 
with  automated  controls  is 
used to inject reaction solutions into the flow cell at specified flow rates and time increments.  The 









0.1µm  is estimated  to  cost about $50,000, which  is  significantly higher  than  the  roughly $17,000 
costs in the chosen system.  






















the  system,  they  are  essential  to  the  proper  functioning  of  the  design.    The  DNA  extraction, 
purification, shearing, and poly‐A addition allows the genomic DNA to anneal to the prepared flow 
cell reaction chamber surface.  This surface is pre‐treated with layer by layer assembly to prevent 
free  fluorescent  nucleotides  from binding  to  the  glass  surface  and  distorting  the  emission  of  the 
incorporated  nucleotides.    The  sequencing  stations  consist  of  various  pieces  of  equipment 
necessary for the successful execution of the chemistry and detection sequencing cycle.  
  The  preparation  stages  do  affect  the  product  turnaround.    Both  the  sample  and  flow  cell 
preparation must be performed the day prior to sequencing a particular customer’s genome.   One 
day  is  added  to  the  turnaround  as  a  result  of  these  steps.    After  the  completion  of  these 












































during  the  sequencing  chemistry  and  detection  steps.  
The serial nature of base addition and optical detection 
to  determine  the  next  nucleotide  on  the  DNA  template 
creates  the  most  time  constraints  in  collecting  genome 
data.    For  every  nucleotide  base  addition,  a  rotation  is 

















before the first nucleotide  is added to the system.   The  location of each template  is  important  for 
accurately recording the sequence generated.  The position of each detected fluorescent nucleotide 
will  correspond  spatially  to  a  particular  growing  strand  to  generate  its  sequence.    The  initial 
positions will act as fiducials (i.e. landmarks) to facilitate moving the stage to the proper place when 






Deoxyribonucleic  acid  (DNA)  consists 
of two long polynucleotide chains composed of 
four  different  types  of  nucleotide  subunits.  







DNA,  and  when  two  chains  interact  through  hydrogen  bonding,  they  assume  the  double  helix 
conformation.  Nucleotides are composed of a five‐carbon deoxyribose sugar with single phosphate 
group on the 5’ carbon and a nitrogen‐containing base.   The four bases found in DNA are adenine 





Enzymatic  proteins  called  DNA  polymerases 
catalyze  the  formation  of  the  phosphodiester  bond 
during  in  vitro  DNA  synthesis.    They  facilitate  the 
formation  of  hydrogen  bonds  between  the  free 
deoxyribonucleoside  triphosphates  and  their 
complementary  bases  on  the  template  DNA  strand.  
This synthesis proceeds in the 5’ to 3’ direction because 
each subsequent nucleotide requires a free 3’‐OH group 
to  form  the  phosphodiester  bond.    In  order  for  the 
synthesis  to  commence,  a  short  region  of  double 
stranded DNA with an exposed 3’‐OH group must exist 
to act as a primer for the addition.  Polymerases need a 
primer  because  they  attach  to  a  double  stranded DNA 
before beginning base addition.  The correct nucleotide 
has  a  greater  affinity  for  the  polymerase.    Correct 
complementary  base  binding  to  the  template  offers  the 












adds  a base pair,  its  proofreading mechanism  is  utilized.    The  removal  of  the wrong base occurs 




Multiple  DNA  polymerases  are  found  in  human  and  bacterial  cells  indicating  specialized 
roles  for  the different enzymes  in various aspects of DNA replication.   However,  they have highly 
conserved  structure  among  the  species  and  very  little  variation  in  their  catalytic  mechanisms.  
Polymerases  are  grouped  into  families  dependent  on  their  similarities  in  protein  structure  and 
function.   Many  high  fidelity,  eukaryotic  and  bacterial  based  polymerases  are  found  in  Family B.  
These  polymerases,  in  addition  to  accurate  nucleotide  addition,  intrinsically  have  exonuclease 
proofreading activity.41  Phi29 DNA polymerase, a member of the B‐type family, was chosen for the 
process because of its high fidelity, incorporation speed, and good processivity.  
Bacteriophage phi29 DNA polymerase  is a  small  (ca. 68kDa),  replicative polymerase  from 








presence  of  metal  ions  that  are  known  to  activate  DNA  polymerization.42    The  polymerase 
adequately recognizes chain‐terminating agents, a property essential to the sequencing process.    
The  polymerase  exhibits  a  low  error  rate  of  10‐5,  which  increases  the  probability  of  a 
nucleotide being successfully incorporated into the template strand.  This error rate corresponds to 





Incorporations  up  to  40  bases  have  been  observed.43    This  restriction  is  one  of  the  factors 
contributing to a shorter read length in the SynthSeq technology. 







  If  a DNA polymerase  is  not  bound  to  a  template  strand,  that  fragment  of DNA  cannot  be 
















divided  the  optimized  area  density  (1210000)  by  the  volume  of  one  pixel  observation  volume 
(125µm3);  the  concentration was  calculated  to  be  9680  templates/  µm3.   Using  these  values,  the 







needed  to  attain  a  99%  probability  that  the  polymerase  binds  to  the  template.    The  phi29 
polymerase  must  be  incubated  into  the  system  at  0.78µM  to  achieve  this  probability  goal.    The 
polymerase  at  this  concentration  is  incubated  for  15  minutes  with  the  immobilized  template 
strands.  These actions are done to ensure polymerase attaches to all the templates.  
  Once the polymerase  is bound to  the  template, a probability of detachment exists.   As  the 
read  length  of  the  DNA  fragments  increases,  the  polymerase’s  ability  to  remain  on  the  DNA  is 
reduced.    One  reason  the  phi29  polymerase  was  chosen  is  because  of  its  extremely  high 
processivity,  travelling  up  to  70,000  bases  before  dissociating  from  the  strand.47    However,  this 
processivity was  determined without  interruption  to  the  polymerization  process.  Since  SynthSeq 
uses  reversible  terminator  nucleotides  and  the  reaction  is  continually  suspended,  the  amount  of 
time the polymerase remains on the strand must be evaluated opposed to the number of base pairs. 
Since  the  polymerase  travels  at  a  rate  of  4.7  bases/s  (see  Polymerization  Rate)  and  remains 
attached to the DNA for 70,000 bases, the amount of time it is expected to remain on the strand is 
4.14  hours.  The  amount  of  time  each  flow  cell  undergoes  the  chemistry  and  detection  cycle  is  4 
hours.  The  constant  suspension  of  the  nucleotide  addition  does  not  affect  the  enzyme’s  high 
processivity in the context of SynthSeq sequencing.  
The  occurrence  of  the  release  event  can  be  modeled  by  the  exponential  cumulative 
distribution  function  because  it  describes  the  times  between  events  in  a  process  in which  these 
events occur continuously such as nucleotide addition using the polymerase.  Since the number of 
events  occurring  is  greater  than  0,  the  probability  that  the  polymerase  is  unattached  from  the 
strand is represented by the following equation: 
                                                            Equation 5.448 
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Where X is the variable denoting number of bases traveled, x is the read length, and   is the rate 
parameter.   The  read  length  in  this process  is 32 base pairs,  and  the  rate parameter  is 1/70,000 
base  pairs‐1.   With  the  parameters  are  considered,  the  calculated  error  rate  is  4.57*10‐4,  and  the 




Many  SBS  techniques  struggle  with  the  problem  of  counting  homopolymers  –  DNA 
sequences that repeat the same base one or more times.  One way to overcome this issue is to use 
nucleotides  that  are  incorporated  onto  a  template  DNA  strand  but  block  addition  of  any  other 
nucleotides, so  that  they could progress  through these homopolymeric regions one base pair at a 
time.49    However,  in  order  to  continue  the  process  of  SBS,  the  ability  to  add  nucleotides  after 
blocking the extension would have to be restored.   One of  the most unique features of SynthSeq’s 
method  of  single  molecule  SBS  is  that  each  imaging  step  is  carried  out  in  between  nucleotide 
addition  steps;  this  is  accomplished using modified,  tagged nucleotides  that  reversibly  terminate 
the extension reaction of DNA synthesis.   
The ideal nucleotide for this process would succeed in both of the functional modifications – 








The nucleotides used by SynthSeq have  two major modifications  that make  it possible  for 
this process to be carried out.  First, the nucleotides contain a tag on the base on the 1’ position of 
the five‐carbon sugar via a cleavable linker.   The identity of the tag depends on the identity of the 




to  that  base.    The  four  bases  and  their  corresponding  fluorophores  are:  Guanine/bodipy‐650, 
Cytosine/bodipy‐FL‐510, Adenine/ROX,  and Tyrosine/R6G.  
The  fluorophores  are  attached  via  a  cleavable  allyl  linker 
that  enables  the  release  of  the  fluorophore  after  imaging.  
They  are  attached  at  the  5‐position  of  the  pyrimidines  (T 
and C) and the 7‐ positions of the purines (G and A).52 
  The  3’‐OH  group  of  these  nucleotides  have  been 
capped with  a  small  chemically  reversible moiety.    It  is  of 
crucial importance that this modification not be too large or 
bulky,  so  that  these  nucleotides  will  still  be  suitable 















group must  be  converted  to  a  hydroxyl  group.    These  two  actions  are  both  accomplished  in  one 




The  phi29  polymerase  will  serve  in  this  technology  as  the  enzyme  catalyzing  nucleotide 
addition  to  the  single  stranded  DNA  templates  immobilized  in  the  flow  cell.    The  polymerase 
requires 0.1 to 10 µM of dNTP concentration to maintain fast, accurate, and processive synthesis.  It 
also shows no preference for labeled or unlabeled nucleotides and is not hindered by the additional 
tag  moieties  of  the  reversible  terminator  labeled  nucleotides  used  in  this  design.    Once  the 









Enzymes  like  phi29  polymerase  are  among  the  most  selective  and  powerful  catalysts 
known. An understanding of its rate of chemical reaction and how these rates change with varying 
conditions such as  temperature and concentration of substrate  is essential  to develop an optimal 
nucleotide  incubation time  for addition. This polymerase with  the help of a manganese metal  ion 





                                                                   Equation 
5.5 
Where  V  is  the  velocity  or  rate  of  the  reaction;    is  the  enzyme  complex  dissociation  rate 
constant;    is  the  initial  enzyme  concentration;  [S]  is  the  substrate  concentration;    is  the 
Michaelis‐Menten constant.39  
  This  chemical  system  deviates  from  the  traditional  enzyme  kinetics.  The  polymerase  is 
assumed to be bound to every DNA fragment due to high concentrations of enzyme incubated with 
the  templates  for  15  minutes.  The  enzyme  concentration  does  not  come  into  play  in  the  rate 
equation because  it’s  always available  to bind  to  the  free nucleotide substrates.  Its  concentration 
remains constant.  Also, the chemistry supposes the formation of the enzyme‐substrate is rapid. The 







  This  rate  law  is  supported  by  kinetic  data  collected  by  Eid  et  al.  The  experimentally 
determined phi29 DNA synthesis rate for a single polymerase is 4.7 ± 1.7 bases/s at 30°C. The high 
standard deviation is due to the existence of two kinetic states independent of dNTP, template, or 
other  such  experimental  variations.  The  rate  can  be  2base/s  or  4base/s  depending  on  its  state, 
which explains possible rate fluctuations at this higher concentration. At higher temperatures, more 
bases can be incorporated in a finite period of time.  The temperature of the cell cannot exceed 65°C 
in  the  flow  cell  because  the  polymerase  will  denature  and  cease  to  function  properly.53    This 
process runs all of the sequencing chemistry at 40°C, so the data used is a conservative estimate of 



















will  further  reduce  background,  but  the  phi29  polymerase  rate  will  be  negatively  affected.  This 










  The polymerization follows a  first order rate  law (Equation 5.8). The differential equation 
that represents the change in dNTP concentration over time is as shown below: 
                 
Where k is the rate constant of the reaction in s‐1.  When this ordinary differential equation is solved 
by separation of variables over time, t, the concentration profile equation in µM is formed: 
                    Equation 5.9 
Where    is  the  initial  nucleotide  concentration  in  µM.  For  this  reaction,  the  initial  dNTP 
concentration used is 0.074µM and the rate constant determined in Figure 5.8 is 18.356s‐1, which 
makes the concentration specific to this system: 











  The  reaction  conditions  of  the  nucleotide  addition  are  specified  for  the  process.  The 
reaction  is  run  at  40°C  throughout  the  entire  sequencing  cycle.  This  temperature was  chosen  to 
increase  enzymatic  kinetics  as  well  as  run  the  deallylation  chemical  cleave  reaction  for  the 













Our  initial  plan  was  to  simplify  the 
imaging  process  by making  use  of  a  scanning 
instrument  such  as  PerkinElmer’s  ScanArray 
ExpressHT.    Such  instruments  are  commonly 
used  in  similar  applications  requiring 
extensive  spatial  multiplexing.    The  flow  cell 
would  be  inserted  into  the  confocal  laser 
scanner,  and  the  DNA  strands  would  be 
scanned sequentially after each addition step.  
Despite  meeting  the  5um  pixel  resolution  requirement  of  the  system  and  supporting  the 
simultaneous detection of four wavelengths, the scanner was simply unable to meet the throughput 
demands  associated  with  full  genome  sequencing.    PerkinElmer  reports  the  scan  speed  of  its 
instrument to be less than 2.5 minutes for a 20mm x 30mm area at 10 micron resolution.55  This is 
very fast.  However, it does not turn out to be fast enough to sequence the roughly half a billion DNA 
strands  that  are  necessary  to  construct  an  entire  human  genome  at  six‐fold  coverage  in  a 
reasonable  time  frame.    The  following  equation  demonstrates  the  failure  of  the  scanner  to meet 
throughput demands.  
 





















A  refractive  index  is  the  factor  by  which  the  velocity  of  propagation  in  a  medium  is  decreased 
relative  to  the  velocity  of  light  in  vacuum.56  If  the  light  is  incident  at  an  angle  greater  than  the 






















this  evanescent wave  decreases  exponentially  from  the  surface,  and  the  effects  of  the wave  only 
extend about 100nm.  
In  the  SynthSeq  process,  the  observational  depth  for 
fluorophore  detection  is  assumed  to  be  30nm  because  the  wave 
maintains about half of its strength at that point. This estimation may 
provide  more  background  fluorescence  than  expected  since 
fluorophores,  although  less  likely,  can  be  excited  and  fluoresce  at 
further  distances  away  from  the  surface  than  30nm.  In  order  to 
confirm the DNA template strand’s first 38 nucleotides do not exceed 























  This  technique  is  utilized  in  this  design  for  several  important  reasons.  TIRFM provides  a 





  SynthSeq  uses  an  Olympus  XI81  inverted  microscope  with  TIRFM  capabilities.  The 
microscope  is  equipped with 4  line TIRF  lasers  capable  of  exciting  all  four  reversible  terminator 
nucleotides  simultaneously.59  The  instrument  uses  an  APO  60x  objective  with  a  1.49  numerical 
aperture (NA). The NA  improves TIRF capabilities. Barrier  filters are also put  in place  to prevent 
excitation light from interfering with the detection of the specific wavelength emissions of the four 
nucleotides. A 0.5 magnification changer is also put in place to adjust, along with the objective, the 
pixel  length of  the EMCCD from its standard 13 µm to 0.5 µm.   The pixel size change reduces  the 
imaging area and detection volume to help the throughput of the process. If the pixel size remained 
larger,  the concentration of dNTP needed  to maintain an average of one  tagged nucleotide  in  the 










Electron  Multiplying  Charged  Coupled  Device  cameras  provide  the  high  resolution  and 
single molecule detection capabilities required to execute high throughput genomic sequencing. An 
EMCCD  is  a  quantitative  digital  camera  capable  of  single  photon  events  while  maintaining  high 
quantum  efficiency  because  of  its  unique  electron multiplying  structure  built  into  its  sensor.  An 
electron multiplying  structure  is  built  into  the  chip  to  allow  weak  signals  (e.g.  emission  from  a 
single fluorophore) to be multiplied before any read out noise is incorporated into the output. This 
amplification makes the read noise negligible. Since the chip does not require an image intensifier, 
the  approximately  the  full  quantum  efficiency  of  the  silicon  sensor  can  be  utilized.  The  EMCCD 
sensors use a shift and gain register. The gain can be increased and tuned so extremely weak signals 
can be detected above the read noise of the camera at any readout speed. This property allows the 
technology  to  surpass  tradition  CCD  cameras  that  experience  a  larger  read  out  noise  detection 
limits with higher pixel readout speeds. 60 
This  process  uses  Andor’s  megapixel  iXonEM 
+888  back‐illuminated  EMCCD  to  detect  single 
molecule  events  in  the  sequencing  by  synthesis 
process.  For  the  station  set  up  and  the  execution  of 
fluorophore  identification,  two  cameras  are  used  at 















Since  the  reaction  is not detected  in  real  time,  the  frame rate does not have  to keep up with  the 
kinetics  of  the  reaction  and  does  not  have  to  be  significantly  fast.  The  camera  images  the 
fluorophores  while  the  synthesis  is  suspended.  Therefore,  the  9  frames/s  is  sufficient  for  this 
process and does not present any major time limitations in the chemistry and detection cycle.  





one  imaging  area  approximately  0.5mm  by  0.5mm.  The  template  strand  sequencing  is  spatially 
dependent  to  where  the  DNA  is  immobilized  on  the  flow  cell  surface.  The  pixel  can  detect  the 
addition  of  bases  to  the  DNA  template  residing  solely  in  that  pixel.  Therefore,  increasing  the 
number of pixels  in each  imaging area allows more templates  to be sequenced at once. However, 
the efficiency  factor determined  through  the  simulation described  in Chapter 3 greatly  limits  the 
throughput  of  a  single  imaging  area  despite  the  capacity  for  106  templates  to  be  sequenced 
simultaneously. 
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The  detection  of  a  fluorescent  molecule  relies  on  a  high  quantum  efficiency  (QE)  and 
favorable  signal  to  noise  ratio.  The  QE  is  defined  as  the  percentage  of  photons  that  are  actually 
detected and then transmitted as electrons by the camera. Higher QE generally produces a better 
quality  reading  of  the  fluorophores  because  it  has  a  higher  signal.  The  quantum  efficiency  is  a 
function  of  the  emission  wavelength  of  the  light  being  detected.  The  iXonEM  +888  has  quantum 
efficiencies greater than 95% for the emission wavelengths used in the process (Figure 5.14).  Back‐
illuminated  detectors  have  a  4‐fold  greater QE  than  front‐illuminated  cameras  of  the  same  pixel 
size.   A high quantum efficiency promotes a high signal  to noise ratio (SNR). SNR  is a measure of 
how much signal is ruined by noise. The high this ratio becomes the less prominent the noise is in 
an EMCCD. The overall noise is a combination of read noise, shot noise, background noise, and dark 
current.      The  electron multiplying  gain  in  an  EMCCD  are  sufficient  to  effectively  eliminate  read 
noise. Since the cameras are thermoelectrically cooled to ‐95°C, the dark current is also eliminated 
from the total noise.61 Therefore, when using an EMCCD, only the shot noise and background noise 








its  technology.    A  dichroic  beam‐splitter  is  another 
necessary  component  of  our  imaging  setup.    We  plan  to 
resolve  the  four  different  wavelengths  emitted  by  the 
fluorophores  using  two  CCD  cameras  and  the  dichroic 
beam‐splitter, which will allow us to determine the identity 
of the captured light based on differences in intensity ratios 
between  the  two  cameras.  The  four  fluorophores  transmit 
at different wavelengths, so a certain wavelength is chosen 
that will divide  them  into pairs.   The emission wavelengths 
of  the  fluorophores  are  510nm,  550nm,  602nm,  and 
650nm.62 Consequently, an  intermediate cut‐off wavelength 
(the incident wavelength at which 50% of light is transmitted, and 50% is reflected) of 576nm has 




 When  split  optimally,  the  aggregate  intensity  of  each  wavelength  of  light  across  both  camera 
should  be  comparable.    The  different  fluorophore  signals  are  then  resolved  based  on  their 
respective  “green/red”  ratios,  which  is  based  on  the  relative  intensity  of  the  light  hitting  each 
camera.  














a  satisfactory  split  in  intensity  between  the  first  pair  of  fluorophores,  but  then  the  next  two 
wavelengths  could  not  be  differentiated  because  the  transmittance  curve  had  already  peaked, 
resulting  in  the  full  transmission  of  both wavelengths  of  light.    Before moving  on  to  a  different 
approach, we  asked  the  technical  support  staff  at  Chroma,  a  company  that  specializes  in  optical 
technology,  if  they might be able to offer us some alternative.   Fortunately,  they  informed us that 
their engineers would be able to fashion a beam‐splitter to our specifications at a cost of just $250 












  After  each nucleotide  addition  step  in  the  sequencing process,  there  is  an  imagining  step 
that seeks to find the identity of the nucleotide added to each template.  The fluorophore attached 
to  the  recently  added  nucleotide  is  excited,  and  the  light  it  emits  is  directed  towards  a  beam‐
splitter.  Based on the wavelength of the emitted light, different fractions of the light’s total intensity 
are  transmitted  to  two  different  cameras,  one  that  collects  red  light  and  the  other  that  collects 
green  light.    A  quantity  that  compares  the  intensity  of  light  recorded  by  each  camera  is  used  to 
identify the nucleotide. 
  The  quantity  used  to  compare  the  intensity  of  light  in  each  camera  will  be  called  the 
dimensionless relative intensity (I).  In order to correct for the differences in total intensity of light 
emitted  that  occurs  in  each  event due  to differences  in  orientation of  the  template molecule,  the 





             Equation 5.14 





splitter  is used  that  separates  light at a wavelength exactly  in between nucleotides 2 and 3.   The 












misidentified nucleotide occurs when  the  I  value  for  a  reading  falls  in  the  range of  I  values  for  a 





  The  nature  of  the  signal  recorded  by  the  cameras  depends  on  a  number  of  factors.    The 










fluctuations  in  the  number  of  photons  detected  due  to  the  random nature  of  their  emission  and 
capture.   The number of photoelectrons  that  result  from a  signal  can be described as  a Binomial 
distribution.    Thus,  this  contribution  to noise  can be described by  the  standard deviation  of  that 
distribution which is the square root of the average number of photoelectrons:  .  The 
 








attached  to  the  last  nucleotide  added  to  a  template  DNA  strand.    The  main  contribution  to 
background  comes  from  fluorophores  on  non‐incorporated,  free  nucleotides.    A  design  of  the 
diffusion of free nucleotides found that an average of one free nucleotide will be in one pixel of the 
image during the exposure time (see Reaction Conditions section).  Thus, number of photoelectrons 
from  background  equal  number  of  photoelectrons  from  signal:  .    The  total  noise  is 
calculated by combining these two sources of noise, resulting in Equation 5.16. 
             Equation 5.16 
And the signal to noise ratio (SNR) is described by Equation 5.17. 
             Equation 5.17 
  In order to calculate the probability that statistical  fluctuations and background noise will 
lead  to  the misidentification  of  a  nucleotide  (i.e.  that  the  I  value  falls  in  the  range  of  the wrong 
nucleotide), it is necessary to calculate the standard deviation of I  for each nucleotide (σI,i).   If the 
standard deviation  is  large,  then there will be a  large number of misidentified nucleotides, which 
could cause difficulties aligning the genome sequence and, ultimately, could  lead to an  inaccurate 
sequence.    In order  to  calculate σI,I,  the deviations  in G and R must be propagated  (see Equation 
5.14).  Doing so yields the following equation. 
                                                       Equation 5.18 
Where   ,  ,  , 
,  and T  stands  for  transmittance, which equals 1  for T1, 0.7  for T2, 
0.3 for T3, and 0 for T4.  Plugging each of these values in and solving for  yields Equation 5.19. 
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                                                                 Equation 5.19 
  Using Equation 5.15, Equation 5.19 and the equation relating the energy of a photon to its 
wavelength  ( )  it  is  possible  to  relate  the  power  of  the  excitation  laser  to  the  standard 
deviation of I.  Thus, it is possible to calculate a minimum power necessary to achieve a given level 




sufficiently  powerful  to  provide  enough  photoelectrons  to  keep  less  than  .06.    Using  the 
condition  ,  it  is  found  that  the  excitation  light must  be  strong  enough  to  provide  1125 
photoelectrons.   
Next, it is necessary to determine if the laser being used to excite fluorophores is powerful 
enough  to  satisfy  the  condition.    Equation 5.15  is  used  to  find out how many photoelectrons  the 
laser  can  produce  to  strike  one  fluorophore.    The  power  of  the  laser  being  used  goes  up  to  5W.  
First,  this power must be  converted  to a number of  excitation photons  ( ) using  the equation 
.   With an excitation  light wavelength of 550nm,  it  is  found that 2.76x1018 photons/W are 
produced by the laser.  Since the ratio of the area of one pixel to the area of the entire imaging area 
is 1/1000000, the number of photons striking that area can be estimated as 2.76x1012/W. 






with  Equation  5.21  and  the  known  molar  extinction  coefficient  of  Rhodamine  6G  (  =  1.16*105 
L/(mol)(cm))64, and then dividing that value by the area of one pixel (2.25*10‐9 cm). 




the  Andor  L888SS  EMCCD  at  the  wavelengths  being  used  is  approximately  0.95.65    The  optical 
efficiency can be estimated to be 0.25.  The exposure time in this process is 1/9 seconds.  Putting all 






nucleotide.    The  probability  of  photobleaching  is  a  function  of  excitation  intensity  and  time, 
concentration  of  oxygen,  and  temperature.66    Decreasing  the  power  of  the  excitation  can  reduce 
photobleaching,  however  this  would  also  result  in  more  noise  and  less  certain  measurements.  
Thus,  it  is necessary  to optimize  the power of  the  laser  to accomplish  low noise and  low rates of 
photobleaching. 
For  common  organic  fluorophores,  the  probability  of  photobleaching  each  time  the 
fluorophore is hit by a photon ranges from 10‐6‐10‐5.   Photobleaching can be significantly reduced 
using several methods,  including enzymatic deoxygenation using glucose oxidase/catalase.   Using 




In Figure 5.19,  the probability of a dark read and  the standard deviation of  I  for  fluorophores on 
nucleotide  1/4  and  2/3  (nucleotides  1  and  4  have  a  slightly  higher  standard  deviation  of  I  than 

















to  a  value  of  I  that  does  not  correspond  to  the  actual  nucleotide  on  the  template  strand.    There 
needs to be a way to correct for such errors. 
  This  problem  is  solved  by  assigning  a  value  to  each  template  strand  that  quantifies  the 
accuracy of its readings.  This value will be termed the Z‐score.  It is defined as the average distance 
of I from the nearest mean I value.  This quantity is defined by Equation 5.22. 
                 Equation 5.22 
The Z‐score allows the identification of template strands whose fluorescence measurements often 
do  not  fall  onto  one  of  the  four  values  that  represents  one  of  the  four  nucleotides.    The  data 
associated with any  template strand whose Z‐score  is greater  than  three standard deviations of  I 
can be discarded.  As a result, even if one reading from an unusable template strand gives a value of 






  After  the  addition  of  each  nucleotide  to  the  growing  DNA  template,  a  specific  imaging 






position  the  imaging area  in  its proper place. This step  is  important because  the position of each 
base addition detected during fluorescence corresponds to a particular DNA fragment template. If 
the  position  references were  not  accurate,  the  correct  sequences  of  the  templates would  not  be 
generated.  
  Once  the  stage  is  positioned,  the  nucleotide  fluorophores  in  the  imaging  area  are  excited 
using the TIRF microscopy lasers. The emission is reflected back into the objective and sent to the 
dichromatic beam‐splitter. Once the splitter separates the light at the determined wavelength, the 
two  new  beams  are  sent  to  the  cameras  for  detection  and  then  to  the  servers  for  genome  data 
assembly.   
  In  order  to  increase  the  optical  efficiency  of  the  templates  on  the  pixel  grid,  the  stage  is 
shifted by 250nm. By performing  this  shift,  the  issues associated with multiple  templates on one 
pixel  and  templates  overlapping multiple  pixels  are  reduced.      After  the  shift  occurs,  the  area  is 



















  The deallylation mixture  that  is  introduced  through  the  flow cell  consists of Thermolpol  I 
reaction buffer, Na2PdCl4 and P(PhSO3Na)3.  This reaction is optimally run at 60C, however at this 
temperature  there  is  a  risk of  interfering with  the binding affinity  and performance of  the phi29 
polymerase, thus this reaction (and the entire process) is instead run at 40C.  At this temperature, 
the polymerase performance is not compromised.  Since this reaction is being performed below its 
optimal temperature,  the deallylation mixture  is  left  in the flow cell  for one minute to ensure  full 
removal of  the fluorophore and complete conversion of  the 3’‐O‐allyl group to a 3’‐OH group.   To 
complete the deallyation/cleave step, Tris HCl buffer is introduced through the flow cell to remove 













the  chemical  addition  of  reversibly  terminating,  tagged  nucleotides,  their  imaging,  and  their 
identification.  We outlined the initial imaging of all of the DNA strands using fluorophores attached 
to the poly‐A tail of the fragments; this allowed for the mapping of the surface and establishment of 
fiducials  to  track  the  position  and  identity  of  each  DNA molecule.    We  described  the  chemistry 
involved  in  our  process  including  the  polymerase  used,  the  characteristics  of  the  modified 
nucleotides  used,  the  rate  and  fidelity  of  nucleotide  incorporation,  and  the  regeneration  of 
nucleotide  function.   We also described  the hardware and analysis used  to  accurately detect  and 
identify  single  molecules  including  a  TIRF  microscope,  specialized  stage  with  nano‐positioner, 
EMCCD  camera,  and  beam‐splitter.    We  showed  that  each  step  could  be  carried  out  with  high 
confidence in  its success.    In short, we demonstrated that SynthSeq  is able to accurately carry out 
direct, asynchronous, single molecule sequencing by synthesis. 
The  sequence  of  steps  outlined  in  this  chapter  provided  the  most  difficult  technical 
challenges in SynthSeq’s business and define the throughput capabilities of our process.  Ultimately, 































  This  chapter  focuses  on  the  alignment  of  the  genome, which  represents  a  very  resource‐
intensive part  of SynthSeq’s  technology  in  terms of money  and  time.    Just  like many of  the other 
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issues  that  SynthSeq  has  faced  in  developing  its  sequencing  technology,  the  alignment  of  the 
genome  presents  a  fundamental  trade‐off  between  cost  and  throughput.    This  trade‐off  is 
manifested  in  the  amount  of  processing  power  dedicated  to  sequencing  the  genomes.    If  an 
insufficient amount of processing capacity is available, the process will bottleneck as detected reads 
continually  pile  up.    Additionally,  the  method  of  parallelization  across  server  cores  will  have  a 
profound effect on turnaround.  Assuming enough processing power is allocated to avoid data back‐
up,  the primary  issue becomes  turnaround.   Due  to  the  fact  that  the process  can be made highly 
parallel, the sky is the limit when it comes to the theoretical alignment speed.  However, a bank of 
multi‐core  processors  can  quickly  become  prohibitively  expensive.    We  have  developed  our 
alignment  strategy  with  the  intention  of  providing  enough  processing  capacity  such  that  the 
chemistry  and  detection  steps  will  be  throughput‐limiting.    Although  this  approach  resulted  in 




This  processing  allowance  is  separate  from  turnaround,  which  is  based  on  how  we 
parallelize  the  sequencing  itself.    Each  genome  is  sequenced  by  exactly  one  server,  parallelized 
across  its 32  cores.   This method  results  in  a 30 hour alignment  time per genome, based on our 
conservative  estimates  (see  Equation  6.1).    The  following  sections  delineate  the  alignment 
requirements and demonstrate its feasibility.  It is important to note that the throughput estimates 
in this chapter are conservative.  During the start‐up year, we may find that the optimization of our 





  Within  the  field of genotyping,  there exist  two different approaches  to genome alignment, 
and both are frequently used.  De novo sequencing is characterized by the independent alignment of 


















Optimized  reassembly  is  achieved  only  by minimizing  the  time  required  by  each  individual  task 
while maximizing the number of tasks that can be performed simultaneously.  In the same way that 
the  parallelization  of  steps  is  fundamental  to  the  overall  process  design,  individual  genome 
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sequences,  positioning  them  in  the  appropriate  part  of  the  genome.    After  all  fragments  are 
organized  in  this way, a consensus  is  reached  for every position, and a value of A, C, T, G, or X  is 
assigned to each position accordingly, generating the final genome.   As previously mentioned, the 
primary errors associated with SynthSeq are no‐reads, which are represented by an “X” signifying 
that  the  identity  is  inconclusive  (see  Chapter  5).    Our  ability  to  image  after  the  addition  of  each 
nucleotide for a known number of cycles largely precludes both insertion and deletion errors that 




































The  above  components  represent  the  hardware  requirements,  but  there  also  exists  the 
issue  of which  aligner  software  to  use.    Fortunately, Helicos Biosciences  offers  a  genome  aligner 









the total processing requirements of  twelve genomes per day.   Using benchmarks determined  for 
the alignment of human genome reads with the BFAST aligner (also open‐source), we are able to 
estimate our expected processing demands.  












will  vary,  but  this  amount  of  processing  power  should  be  sufficient  based  on  these  available 
conservative benchmarks.  Furthermore, the researchers note that the alignment was neither multi‐
threaded nor parallel, two options that would greatly improve calculated rates and are supported 
by  BFAST  and  indexDPgenomic.73    Starting  out with  just  one  or  two  servers  during  the  series  A 





The  final  piece  of  the  puzzle  is  to  determine  how  we  will  deliver  the  sequences  to  our 
customers and at what cost. From the sources on this subject,  the data  file of  the human genome 
would  be  about  750MB  uncompressed  (Equation  6.2).   Including  the  reference  human  genome 
along with the customer’s genome, in addition to our analysis and recommendations or at the very 
least the names of some referral companies might be desirable.  Allowing for the inclusion of all of 





to  a  secure  server  from  which  customers  can  download  their  sequence,  the  reference  human 
genome sequence,  a FAQ sheet,  and perhaps a  list of  referral  companies  that  can  further analyze 









as  opposed  to  other  aligners  created  under  the  assumption  that  substitutions  are  more 
prominent.74    IndexDPgenomic was chosen due  to  its use  in short‐read systems such as SynthSeq, 
but due  to  the program’s penchant  for  insertion and deletion errors, we will need  to evaluate  its 
speed in relation to other aligners, including BFAST.   During our start‐up period, we will have the 
opportunity to optimize our alignment procedures.   Fortunately, both indexDPgenomic and BFAST 
are  open‐source,  allowing  us  the  freedom  to  test  them  without  any  additional  cost.    Using 


































company.    This  analysis will  reveal whether  or  not  the  project  is  financially  feasible; without  an 




values  in  this  analysis  are  contingent  upon  projected  earnings  that  are  based  on  stated 
assumptions. 








investors  involved  in  this project.   This  section  is more difficult  than conventional analysis,  since 





The  scenario  analysis  will  include  a  genome  price  sensitivity  analysis  to  study  the  project’s 
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  The  genomic  sequencing  market  is  a  relatively  new  market  that  has  so  far  only  been 
accessible to wealthy individuals.  However, the efforts of various companies are working to make 
the market accessible to the general public.  The Archon X Prize has contributed to the technological 
improvements  seen  in  recent  years.    The  direct  result  of  these  technological  improvements  is  a 
price  drop  that  should  drastically  expand  the  market  for  personal  genomic  sequencing.    This 





genome.    This  determination  is  crucial  for  a  proper  financial  analysis  to  be  conducted  on  the 
project.   We must  also  assume  that  at  100% manufacturing  capacity,  3000 genomes will  be  sold 
each year.  Thus, the company will gross $30 million using these initial assumptions. 
  There are four stages of growth and development: the research stage, the scale up stage, the 
sales  stage,  and  the  termination  stage.    The  research  period  encompasses  the  development  of  a 
working  prototype  and  all  necessary  capital  is  funded  by  series  A  angel  investors.    There  is  no 
revenue during this research phase, and only limited staff is employed.  After a working prototype 
is successfully developed, the scale up stage begins with series B investors providing the rest of the 
necessary capital.   New staff  is added, and the step up  increase allows for  the first sales to begin.  
We will assume that the company will be at 50% manufacturing capacity during the scale up phase.  






one  year,  the  scale  up  stage  will  last  another  year,  and  the  sales  stage  will  continue  for  three 
additional  years.    The  terminal  stage  ends  the  life  of  the  company  and  a  terminal  value  can  be 
calculated.    The  five  year  lifetime  of  the  company  is  reasonable  based  on  the  rapid  technology 





Inflation calculations over such a small  timescale are unnecessary.   Moreover,  the 1986 Financial 





             
Year  2011  2012  2013  2014  2015  2016 
             
Stage Name  Research  Scale Up  Sales  Sales  Sales  Terminal 
Design 
Capacity  0%  50%  100%  100%  100%  100% 
             






four  distinct  categories:  equipment  costs  for  the  research  phase  and  the  sales  phase,  annual 
research  costs,  and  annual  sales  costs.    Equipment  purchased  for  the  research  stage  includes  all 
laboratory  machines  necessary  for  developing  the  working  prototype.    This  includes  sample 
preparation machines, TIRF microscopes,  EMCCD  cameras,  and processors.    The  annual  research 
cost  is  essentially  employee  salaries  and  lab  space  rent during  this  stage.    Equipment purchased 
during  the  sales  stage  is  comprised  of  all  additional  laboratory  equipment  needed  to  scale  up 
production and reach 100% design capacity.   The annual sales cost  is  the yearly burn rate of  the 
company  once  it  is  able  to  generate  revenue.    This  burn  rate  is  substantially  greater  than  the 
research stage burn rate.  Inventory, research and development, and sales costs are added to salary 
and rent during this stage.  These costs are summarized in Table 7.2. 
  series A angel  investors  fund  the cost of  the research stage equipment purchases and  the 
cost  of  research  for  the  first  year.    These  investors  are  wealthy  individuals  who  are  willing  to 
participate in the risky research stage for developing new technology.  For this project, the series A 
investment comes to about $1.7 million. 









in  the  following stages.   Workers during  the research stage consist of one secretary,  two  interns, 
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and  four  senior  scientists,  one  of which will  also  serve  as  the  company’s  Chief  Technical  Officer 




to  cut  salary  costs  by  agreeing  to  give  the  employees  a  stake  in  the  company.    Under  normal 
conditions, the investors receive 85% of the company and give the employees 15%, especially when 
the workers  lack  entrepreneurial  experience.    However,  the  added  financial  risk  associated with 
biotechnology  companies  may  warrant  series  A  investors  to  demand  90%  ownership  in  the 
company instead. 
  During the scale up stage and sales stages, the labor costs will be significantly higher for two 
reasons.   First,  the  four senior scientists will now receive  their  full  salaries and begin working  in 
research  and  development  to  keep  the  company  competitive  in  a  fast‐pace  genomic  market.  
Secondly, additional staff will be hired to meet the throughput demands of the company.  New staff 
members  include  a  CEO,  a  CFO,  two  junior  scientists,  an  organic  chemist,  three  operators,  two 
salespeople  for marketing,  an  HR  representative,  and  an  IT  specialist.    The  junior  scientists will 
work on sample preparations, and the organic chemist will work to develop the reagents in‐house. 
  To meet our genome quota, we need to hire operators to work night shifts in order to keep 
production  going  at  all  times.    The  sequencing  of  3,000  genomes  can  be  realized  if  production 















research  phase  is  complete.    Our  project will  use  15% of  revenue  on  research  and  development 















           
MACR Tax Schedule  20.00%  32.00%  19.20%  11.52%  11.52% 
           
Year  2011  2012  2013  2014  2015 
           
series A Equipment  $1,236.83         
Depreciation    ($247.37)  ($395.79)  ($237.47)  ($142.48) 
           
series B Equipment    $2,153.57       
Depreciation      ($430.71)  ($689.14)  ($413.49) 
           
Initial Net PPE  $0.00  $1,236.83  $3,143.04  $2,316.54   $1,389.92  
PPE Purchased/(Sold)  $1,236.83  $2,153.57  $0.00  $0.00  $0.00 
Less: Total Depreciation  $0.00  ($247.37)  ($826.50)  ($926.61)  ($555.97) 
           
Final Net PPE  $1,236.83  $3,143.04  $2,316.54  $1,389.92   $833.95  
 
 
  The  series  A  equipment  is  labeled  as  the  research  equipment  purchase,  while  series  B 
equipment  is  labeled  as  the  sales  equipment  purchase.    The  ending  net  PPE  figures  in  Table  7.3 
represent  the balance  sheet amounts  for how much property and equipment  the  company owns.  
Total  depreciation  is  found  on  the  income  statement  (Table  7.4)  and  decreases  pre‐tax  income, 











           
Year  2011  2012  2013  2014  2015 
           
Revenue  $0.00  $15,000.00  $30,000.00  $30,000.00   $30,000.00 
Cost of Sales  ($115.10)  ($483.85)  ($829.49)  ($829.49)  ($829.49) 
           
Gross Profit  ($115.10)  $14,516.16  $29,170.51  $29,170.51   $29,170.51 
Operating, SG&A Expenses  ($356.00)  ($4,110.00)  ($6,810.00)  ($6,810.00)  ($6,810.00) 
Depreciation  $0.00  ($247.37)  ($826.50)  ($926.61)  ($555.97) 
           
Pre‐Tax Income  ($471.10)  $10,158.79  $21,534.01  $21,433.90   $21,804.54 
Tax @ 40%  $188.44  ($4,063.52)  ($8,613.60)  ($8,573.56)  ($8,721.82) 
           
Net Income  ($282.66)  $6,095.27  $12,920.41  $12,860.34   $13,082.72 
           
Design Capacity  0%  50%  100%  100%  100% 
           
Margins           
Gross Margin  0.00%  96.77%  97.24%  97.24%  97.24% 









is the percentage of how much money is  left  from the revenue after paying the cost of sales.   The 
operating,  SG&A  expenses  deal with  selling,  general,  and  administrative  fees  associated with  the 
company’s operation.  These expenses include the fixed cost of salary, as well as the variable costs 
from research and development and sales.  These variable costs are based on the amount of genome 









The  generated  income  statement  allowed  us  to  calculate  net  income,  but  this  is  not 
equivalent to cash.  We need cash figures in order to conduct an NPV and MIRR analysis, so we must 
adjust  net  income  for  cash  items.    One  of  these  cash  items  that must  be  adjusted  for  is working 
capital. 
Working capital  is  the amount of capital needed by a company  for  it  to operate normally.  
Essentially, working capital is a portion of profits allocated for daily operations; it can be described 












      Equation 7.2 
  Accounts payable are  the company’s bills  that have yet  to be paid  for  in cash.   These bills 
will be paid every 30 days;  in  this way accounts payable are  the opposite of accounts receivable.  
Since operating costs and rent are the company’s main bills: 
  Equation 7.3 














           
Year  2011  2012  2013  2014  2015 
           
Working Capital Item Estimates           
Accounts Receivable  $0.00  $1,232.88  $2,465.75  $2,465.75   $2,465.75 
Inventory  $0.00  $28.41  $56.82  $56.82   $56.82 
Accounts Payable  $9.46  $233.28  $455.19  $455.19   $455.19 
Cash Reserve  $89.00  $352.50  $352.50  $352.50   $352.50 
           
Changes in Working Capital           
(Increase)/Decrease in A/R  $0.00  ($1,232.88)  ($1,232.88)  $0.00   $0.00 
(Increase)/Decrease in Inv  $0.00  ($28.41)  ($28.41)  $0.00   $0.00 
(Increase)/Decrease in A/P  $9.46  $223.82  $221.92  $0.00   $0.00 
(Increase)/Decrease in C/R  ($89.00)  ($263.50)  $0.00  $0.00   $0.00 
           
Total Change in Working Capital  ($79.54)  ($1,300.97)  ($1,039.37)  $0.00   $0.00 
Any increase in assets decreases cash because the company needs to spend money to buy 
necessary items.   Any decrease in assets increases cash because selling equipment generates cash 












shown  on  the  income  statement  because  the  income  statement  reflects  a  company’s  operational 




  Issuing common stock suffers  the same problem as PPE.    Issuing stock  for series A and B 
investors  immediately  generates  cash,  but  it  is  an  isolated  event,  divorced  from  revenue.  



















           
Year  2011  2012  2013  2014  2015 
           
Net Income  ($282.66)  $6,095.27  $12,920.41  $12,860.34   $13,082.72 
           
Cash Flow Statement           
Cash From Operating Activities           
Plus: Depreciation  $0.00  $247.37  $826.50  $926.61   $555.97 
           
Changes in Working Capital           
(Increase)/Decrease in A/R  $0.00  ($1,232.88)  ($1,232.88)  $0.00   $0.00 
(Increase)/Decrease in Inv  $0.00  ($28.41)  ($28.41)  $0.00   $0.00 
(Increase)/Decrease in A/P  $9.46  $223.82  $221.92  $0.00   $0.00 
(Increase)/Decrease in C/R  ($89.00)  ($263.50)  $0.00  $0.00   $0.00 
Total Change in Working Capital  ($79.54)  ($1,300.97)  ($1,039.37)  $0.00   $0.00 
           
Cash From Investing Activities           
(Purchase)/Selling of Equipment  ($1,236.83)  ($2,153.57)  $0.00  $0.00   $0.00 
           
Cash From Financing Activities           
Issuance of Common Stock  $1,707.93  $2,825.42  $0.00  $0.00   $0.00 
           
Free Cash Flow  $108.90  $5,713.52  $12,707.54  $13,786.95   $13,638.69 
  Before  an  NPV  and MIRR  analysis  can  be  conducted,  the  terminal  value  of  the  company 
must be determined.  This is done using the perpetuity growth model: 
        Equation 7.5 
 
  In  this  equation,  the  cash  flow  used  is  the  final  free  cash  flow  listed  in  Table  7.6.    The 
variable g is the growth rate of the cash flow and the company.  The variable r is the discount rate.  
The  terminal  value  calculated  with  this  formula  represents  the  present  value  of  all  continuing 
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Table 7.7 NPV Analysis at 25% Discount Rate for series B (50% Rate for series A) ($ in thousands). 
future  cash  flows.    This  calculation  is  theoretical  because  it  assumes  that  the  free  cash  flow  is 
predictable. 
NPV VALUATION 




Since the biotechnology  is one of the riskier and more unpredictable  industries,  the discount rate 
used will be 25% and 30%.  Both of these rates will be used to create a broad range of NPVs.  The 




               
Year  2010  2011  2012  2013  2014  2015  Terminal Value 
               
T  0  1  2  3  4  5  6 
               
Free Cash Flow  $0.00  $108.90  $5,713.52  $12,707.54  $13,786.95  $13,638.69  $54,554.77 
Discount Rate  0%  50%  25%  25%  25%  25%  25% 
Present Value  $0.00  $72.60  $3,656.65  $6,506.26  $5,647.14  $4,469.13  $14,301.21 
               
Investments  ($1,707.93)  ($2,825.42)           
Discount Rate  0%  25%           
Present Value  ($1,707.93)  ($2,260.33)           
Net Present Value  $30,684.71                    
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  To  calculate  NPV,  all  projected  discounted  free  cash  flows  and  the  terminal  value  are 
converted  into  present  values  and  then  summed  together.    The  present  values  of  the  initial 
investments are also calculated and subtracted from the original sum.  It is important to take care 
when  dealing  with  the  two  rounds  of  investment  because  they  are  not  treated  equally  in  these 
calculations.   series A investment is equal to its present value because it  is not a future cash flow, 
but an outflow that occurs in the present.  The series B investment, however, occurs one year from 
the series A  investment and  is  therefore discounted to  find  its present value.   While  the  first  free 
cash  flow is discounted 50% due to  the risk of series A,  the series B  investment  is discounted by 
25% because the risk involved in developing a prototype has been eliminated. 
  The terminal value of the company is also discounted to the present because it  is a  future 
projected  value.    The  growth  rate  for  these  calculations was  assumed  to  be  0%.    The  sum  of  all 




















Investors  $1,707.93  $2,561.90  47.6% 
series B 
Investors  $2,825.42  $2,825.42  52.4% 
Total     $5,387.32  100% 
 
  Looking at Table 7.8, we can see that series B investors should keep 52.4% of the company 
once  they  enter, while  series  A  investors  keep  the  remaining  47.6%.    series  B  investors will  get 
52.4% of the company, series A investors will keep 90% of the remaining 47.6%, and the scientists 
will keep  the  last 10% of  that 47.6%.   The scientists have a share  in  the company because of  the 
initial trade they made in salary for company equity with the series A investors.  The breakdown of 
company ownership is detailed in Table 7.9. 












             
Year  2011  2012  2013  2014  2015  2016 
Scientists  10.0%  4.8%  4.8%  4.8%  4.8%  4.8% 
series A Investors  90.0%  42.8%  42.8%  42.8%  42.8%  42.8% 
series B Investors  0.0%  52.4%  52.4%  52.4%  52.4%  52.4% 
Total  100%  100%  100%  100%  100%  100% 
             
NPV @25%  ($1,635.33)  ($239.02)  $6,267.24  $11,914.38  $16,383.51   $30,684.71 
             
Share Values vs. Time 
             
Scientists  $0.00   $0.00  $298.03  $566.58  $779.11   $1,459.19 
series A Investors  $0.00   $0.00  $2,682.31  $5,099.22  $7,011.95   $13,132.71 
series B Investors  $0.00   $0.00  $3,286.90  $6,248.58  $8,592.44   $16,092.81 





case  it  is a  flawed model.   An IRR analysis on our project would produce highly overstated yields 













a  higher  reinvestment  rate  because  of  its  inherent  risk,  we  will  remain  conservative  in  our 
assumptions.  In this way, a more moderate and realistic profitability analysis is conducted. 
  MIRR  calculations  can  be  seen  in  Table  7.10.    Investments  are  first  defined;  all  free  cash 
flows are then divided by the equity corresponding equity percentages.   MIRR is then determined 
based  on  those  numbers.    Note  that  series  B  investors  have  one  less  cash  flow  term,  since  they 
entered the project one year after the series A investors. 
MIRR Calculations 
               
Year    2011  2012  2013  2014  2015  2016 
               
Free Cash Flows    $108.90  $5,713.52  $12,707.54  $13,786.95  $13,638.69   $54,554.77 
               
Equity Percentage               
series A    90.0%  42.8%  42.8%  42.8%  42.8%  42.8% 
series B    0.0%  52.4%  52.4%  52.4%  52.4%  52.4% 
               
  Investment  Divided Free Cash Flows   
Cash Flows               
series A  ($1,707.93)  $98.01  $2,445.32  $5,438.68  $5,900.66  $5,837.21   $23,348.82 
series B  ($2,825.42)  $2,996.49  $6,664.56  $7,230.66  $7,152.91  $28,611.64    
               
series A MIRR  71%             
series B MIRR  80%                   
A pro forma income statement, which summarizes the first part of the financial analysis, has 
been prepared for the SynthSeq process (Table 7.11).   The statement shows free cash flows, NPV, 







research stage,  the scale up and sales stages, and  the  terminal stage.    If  these assumptions  fail  to 
hold, certain deviations will greatly affect the NPV and MIRR analyses.   To study how profitability 


























continue,  so  a  price  decrease  in  future  years  is  an  important  case  to  consider.    However,  no 








Tree  Case  NPV @ 30%  NPV @ 25%  series A MIRR  series B MIRR 
S1  D1  T1  1  $23,275.29  $30,684.71  71%  80% 
    T2  2  $10,708.19  $14,244.15  52%  56% 
    T3  3  $10,904.06  $12,808.41  44%  46% 
  D2  T1  4  $19,741.07  $26,762.17  69%  77% 
    T2  5  $8,149.85  $11,424.12  50%  53% 
    T3  6  $7,369.84  $8,885.87  39%  39% 
S2  D1  T1  7  $17,412.60  $24,095.13  58%  80% 
    T2  8  $8,102.63  $11,346.04  43%  57% 
    T3  9  $7,896.27  $9,794.09  36%  46% 
  D2  T1  10  $14,693.96  $20,957.10  56%  77% 
    T2  11  $5,991.86  $8,928.67  41%  53% 
    T3  12  $5,177.63  $6,656.06  32%  39% 
               
NPV and MIRR Range 
  High  Medium  Low   
 
(Average of Top 
3)  (Median)  (Average of Bottom 3)   
NPV  $27,180.67   $11,125.05   $5,941.85    
series A  66%  47%  35%   
series B  79%  55%  42%    
Ideally, we would like to provide an MIRR of 50% for series A investors and an MIRR of 30% 
for  series  B  investors,  or  better.    Except  under  worst  case  scenarios,  these  desired  rates  are 









price  the  project  is  no  longer  profitable.    Table  7.14  contains  these  results,  with  genome  prices 
ranging from $10,000 to $1,000.   
Price Sensitivity Analysis 
                   
  NPV  MIRR 













$10,000.00   $27,180.67   $11,147.38  $5,967.79  66%  47%  36%  79%  55%  42% 
$9,000.00   $23,828.92   $9,494.89  $4,920.38  63%  45%  33%  75%  51%  39% 
$8,000.00   $20,477.09   $7,803.22  $3,872.84  60%  41%  30%  72%  47%  35% 
$7,000.00   $17,125.26   $6,086.44  $2,825.31  56%  38%  28%  65%  42%  31% 
$6,000.00   $13,773.43   $4,320.18  $1,848.37  52%  34%  24%  59%  37%  26% 
$5,000.00   $10,421.60   $2,719.42  $697.63  47%  31%  22%  53%  31%  22% 
$4,000.00   $7,069.76   $1,144.92  ($453.12)  41%  23%  16%  45%  22%  16% 
$3,000.00   $3,717.93   ($511.99)  ($1,565.57)  32%  14%  11%  34%  12%  7% 
$2,000.00   $200.31   ($1,919.85)  ($3,025.96)  21%  4%  ‐5%  19%  ‐1%  ‐12% 
$1,000.00   ($2,922.62)  ($3,278.05)  ($4,704.31)  ‐6%  ‐10%  ‐47%  ‐14%  ‐18%  ‐100% 
                   
Breakeven Price  $1,935.86   $3,363.66  $4,393.76                   
   
  Under best case scenarios, a price  just over $1,900 will allow us to break even.   However, 
the  worst  case  scenario  must  be  considered  to  determine  a  reasonable  price  to  charge  for  the 
genome.   The break‐even price is  just under $4,400.   If we charge around $5,000 per genome, we 




















studies can be conducted  to better gauge  the  financial  success of  the platform.   The  first of  these 
cases  studies  the minimum  throughput  the  company  can  absorb while  still  breaking  even.    The 
second considers how long the company must operate in order to break even, assuming expected 
throughput  is  achieved.    The  final  case  considers  the  potential  for  Big  Pharma  to  utilize  our 
sequencing process as part of phase  III  clinical  trials.   All of  these cases will be performed under 




meet minimum genome requirements.   The throughput  is divided by a value α,  the same number 




α  NPV @25%  series A  series B 
1  $11,947.25  52%  56% 
2  $9,676.93  42%  43% 
3  $7,175.38  35%  34% 
4  $4,673.82  29%  27% 
5  $2,172.27  24%  22% 
6  ($329.29)  20%  17% 
5.86  $0.00  21%  18% 







of  another  start‐up  biotechnology  company  entering  the market  and  undercutting  SynthSeq  is  a 











5  $11,947.25  51%  54% 
4  $3,896.44  27%  26% 
3  $1,473.57  22%  19% 
2  ($1,615.74)  2%  ‐8% 
2.44  $0.00  14%  9% 





than 2.5 years.   Since  the  first year  includes the research and design period, only part of  the  first 
year  needs  to  be  spent  operating  at  100%  capacity  to  bring  the  company  into  a  positive  NPV.  
Therefore, SynthSeq is generally well protected against threats from competitors that would hinder 
profits before enough sales are made. 
  The  final case  in  this  financial analysis highlights a conceivable, near‐future application of 
our technology that would contribute to personalized medicine.  This scenario studies the financial 
feasibility  of  entering  into  an  agreement  with  Big  Pharma  to  provide  genomic  sequencing  for 
patients in phase III clinical trials.  Most phase III trials include between 500‐3,000 patients and last 
for at least three years.  At this point in the process, toxicity and dosage tests have been performed 
for  a  new drug  on  a  small  test  group;  phase  III  trials  study  exactly  how  effective  a  drug  is  for  a 








  This  financial  analysis  has  already  proven  that  the  bottom  line  price  for  sequencing  a 
genome  is  $746.50,  including  inventory,  rental,  and  labor  fees.    The  purchased  equipment  from 
series  A  and  B  can  handle  the  demands  of  sequencing  3,000  genomes  per  year.    If  a  large 
pharmaceutical  company  agreed  to  pay  for  continual  research  costs  as  well  as  $1,000  per 
sequenced  genome,  it  would  be  highly  beneficial  to  enter  into  contract  with  such  a  company.  
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SynthSeq  would  provide  exclusive  genome  sequencing  for  a  low  price  to  the  pharmaceutical 





  This  financial  analysis  has  provided  strong  evidence  that  our  company  is  a  profitable 
investment.    Even when  considering  various  less‐than  ideal  situations, we  see  that  investors will 
still receive acceptable returns on their  investment.   The sensitivity analysis shows that an ample 
price  margin  exists  for  our  investors.    Additional  case  studies  further  prove  that  profitability 
margins greatly outweigh  the risk of  failure of  the SynthSeq business plan, as well as provide  the 
potential for genome sequencing to enter the arena of personalized medicine. 
  It  is  important  to remember that  these  financial models are hypothetical.   They provide a 
guide  for  investors  and  reduce  as much  risk  as  possible,  but  they  cannot  accurately  produce  the 
future of the genome sequencing market.   Financial risk exists in this project, but no more than it 
would  for any reasonable  fiscal endeavor.   This company  is a biotechnology  firm that  lacks many 


















































































a  lower error  rate  than competitors and at a  lower cost.   The  technology  that allows SynthSeq  to 
provide  such a highly  accurate  sequence with  such high  throughput  and at  such  low prices  is  its 
unique approach to single molecule sequencing by synthesis. 
  The  advent  of  non‐Sanger  sequencing  approaches  has  opened  up  the  door  to  sequencing 
technologies  that  are  far  superior  to  those  originally  used  in  the  Human  Genome  Project.  
SynthSeq’s  method  uses  those  advantages,  and  takes  it  one  step  further.    Since  our  method  is 
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asynchronous  (i.e.  nucleotide  identification  is  done  in  between DNA  synthesis  steps),  it makes  it 
possible to easily identify and eliminate errors.   Since the number of nucleotides that should have 
been added to the template strand is known exactly,  insertion and deletion errors are eradicated.  













the worst‐case scenario,  the NPV of  the company  is $700 thousand and  in  the best‐case scenario, 
the NPV of the company is $10.5 million.  This corresponds to a ROI for a series A investor of 22% in 
the worst‐case scenario and 47% in the best‐case scenario.   
  SynthSeq  has  applied  cutting  edge  technologies  in  a  novel  way  to  create  a  process  that 
performs better  than any other on the market.   We developed a genome sequencing process  that 
provides  an  affordable,  reliable  product  in  a  short  period  of  time.    SynthSeq  has  presented  an 


















































































dNTP mix  N/A  Qiagen  800µL for $153.00 
T4 DNA Polymerase  Protein Structure**  New England BioLabs  750 units***  for 
$244.00 











































































ACES buffer  C4H10N2O4S  Fisher Scientific  600g for $643.81 
Potassium Acetate  CH3COOK  Fisher Scientific  2.5kg for $633.23 
Dithiothreitol  HSCH2CH(OH)CH(OH)CH2SH Fisher Scientific  5 g for $107.20 




























P(PhSO3Na)3  N/A  N/A  N/A 






































































































































































































































Travel 75 mm x 50 mm (3" x 2") 
Maximum Speed 10 mm/s 
Accuracy 1 μm 
Repeatability (Unidirectional) 1 μm 
Resolution (micro step size) 40 nm 
Load Capacity (max) 5 kg 
Cable Included 3 m Long 
Compatible w/ Olympus IX71  
Compatible w/ Zeiss Axiovert 
200 
  
Compatible w/ Nikon TE2000  
Unit Price $6,460 
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ThorLabs Microscan Piezo XYZ Controller SCXYZ100B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
X­ and Y­Axis Travel  100 μm 
Z­Axis Travel  80 μm 
Positioning Resolution  25 nm 
Feedback  Strain Gauges 
Load Capacity  100 g on Top Surface 
Stiffness  0.4 N/μm in X or Y 
Resonant Frequency  >70 Hz 
Max Voltage  75 V 
Unit Price  $9,990 
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Olympus IX81 Motorized Inverted Microscope  
with TIRFM Capabilities 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objective Lens 
APO 60x 
Oil Immersion 
NA = 1.49 
Magnification Changer = 0.5 
TIRF 
4 line lasers corresponding to four 
nucleotide analog excitation 
wavelengths 
Unit Price  $200,000 
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Andor iXonEM +888 Back‐Illuminated EMCCD 
 
 
 
 
 
 
 
Active Pixels  
 
1024 x 1024 
Pixel Size (W x H; µm)  13 x 13 
 
mage Area (mm)  13.3 x 13.3 
 
Active Area Pixel Well Depth (e­, typical)  80,000 
 
Gain Register pixel well depth (e­, typical)  730,000 2 
 
Max Readout Rate (MHz)  10 
 
Frame Rates (frames per sec)  8.9 (full frame) 
 
Read Noise (e­)  < 1 to 47 @ 10 MHz 
Unit Price  $44,574 
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GENOME ASSEMBLY 
IBM Power 750 Express Server 
 
 
 
 
 
 
POWER7 processor modules – 
one per processor card 
6‐core 3.3 GHz or 
8‐core 3.0 GHz or 
8‐core 3.3 GHz or 
8‐core 3.55 GHz1 
Sockets  1 to 4 
Level 2 (L2) cache  256 KB per core 
Level 3 (L3) cache  4 MB per core 
Memory  8 GB2 to 512 GB of RDIMM DDR3 
Active Memory Expansion 
Solid State Drives (SSD)  Up to eight SFF drives 
Disk drives  Up to eight SFF SAS drives 
Disk capacity  Up to 2.4 TB 
Media bays  Slimline for DVD‐RAM 
Half height for tape drive or removable disk 
PCI Adapter slots  Two PCI‐X 2.0; Three PCI Express 8x 
Unit Price  $101,953 
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Netdisk 9010N Storage Server 
 
 
 
 
 
 
 
Processor  Dual Core Intel processor running at 2GHz + 
Main Memory  DDR2 1GB (Optional 2GB to 4GB) 
Flash  2GB with NAS and OS (Optional for MS 
HomeServer) 
LAN  Two Gigabit LAN ports 
Network Service  DHCP client/server (default is DHCP 
client/Static)  
Network Protocol: CIFS/SMB, NFS, FTP  
iSCSI (optional) 
Storage/RAID  Twelve 3.5" SATA/SATA‐II Hot‐Swap Drive 
500GB, 1TB, 1.5TB or 2TB  
RAID 5, 6, 10, 1 and 0 with Hot Spare supported 
USB  2x USB 2.0 connectors 
Dimension  202mm x 424mm x 490mm  
(W)8.27" x (H)17.32" x (D)20" 
System Power  400W PSU (Redundant P/S is optional) 
Software  Operating System: Linux/FreeBSD, (Optional 
Microsoft Home Server)  
Backup and Recovery Client Support: Supports 
MS Windows 2000, Windows XP and Windows 
2003, Linux and Mac 
Unit Price  $1,999 
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Dell PowerConnect 6224 24 Port Switch 
 
 
 
 
 
 
Port Attributes  24 10/100/1000BASE‐T auto‐sensing Gigabit 
Ethernet switching ports 
4 SFP combo ports for fiber media support 
10 Gigabit Ethernet uplink modules (optional) 
48Gbps Stacking module (optional) 
Auto‐negotiation for speed, duplex mode and flow 
control 
Auto MDI/MDIX 
Port mirroring 
Flow‐based port mirroring 
Broadcast storm control 
 
Performance  Switch Fabric Capacity 136 Gb/s 
Forwarding Rate 95 Mpps 
Up to 8,000 MAC Addresses 
256MB of CPU SDRAM 
32MB of Flash Memory 
 
  Availability  Spanning Tree (IEEE 802.1D) and Rapid Spanning 
Tree (IEEE 802.1w) with Fast Link Support 
Multiple spanning trees (IEEE 802.1s) 
Supports Virtual Redundant Routing Protocol (VRRP) 
External redundant power support with 
PowerConnect EPS‐470 (sold separately) 
Cable diagnostics 
Optical transceiver diagnostics 
 
Unit Price  $1,400 
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APPENDIX D: EFFICIENCY SIMULATION CODE 
__________________________________________________________________________________________________________________ 
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JAVA CODE 
import java.util.Random;   
public class RandomInteger1{  
public static void main(String [] args){  
// a x b = dimensions of the 2D arrays  
int a = 1024;  
int b = 1024;  
// d is the number of templates  
int d = 1100*1100;  
//c = # of little boxes per big box  
int c = 50;  
//r = radius  
int r = 15;  
int [][] x = new int [a][b];  
//y is the second 2D array, 0.25 um shifted over  
int [][] y = new int [a][b+25];  
double count = 0;  
Random randomGenerator = new Random();  
for (int i = 1; i <= d; i++)  
{ int rint1 = randomGenerator.nextInt(a*c);  
int rint2 = randomGenerator.nextInt(a*c);  
if(!(rint1%c<r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<r‐
2&&rint2%c<c‐r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<c‐r‐2)&&x[rint1/c][rint2/c]==0)  
{ x[rint1/c][rint2/c] = 1;  
if(rint1%c<r‐2&&rint1/c‐1>=0)  
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{ x[rint1/c‐1][rint2/c] = ‐1;}  
if(rint1%c>c‐r‐2&&rint1/c+1<a)  
{ x[rint1/c+1][rint2/c] = ‐1;}  
if(rint2%c<r‐2&&rint2/c‐1>=0)  
{ x[rint1/c][rint2/c‐1] = ‐1;}  
if(rint2%c>c‐r‐2&&rint2/c+1<a)  
{ x[rint1/c][rint2/c+1] = ‐1;}  
}  
else{  
if(!(rint1%c<r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<r‐
2&&rint2%c<c‐r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<c‐r‐2)&&x[rint1/c][rint2/c]==1)  
{ x[rint1/c][rint2/c] = ‐1;}  
else{  
if(rint1%c<(r/1.412)&&rint2%c<(r/1.412)&&rint1/c‐1>=0&&rint2/c‐1>=0)  
{x[rint1/c‐1][rint2/c‐1] = ‐1;}  
if(rint1%c<(r/1.412)&&rint2%c>(c‐r/1.412)&&rint1/c‐1>=0&&rint2/c+1<a)  
{x[rint1/c‐1][rint2/c+1] = ‐1;}  
if(rint1%c>(c‐r/1.412)&&rint2%c<(r/1.412)&&rint1/c+1<a&&rint2/c‐1>=0)  
{x[rint1/c+1][rint2/c‐1] = ‐1;}  
if(rint1%c>(c‐r/1.412)&&rint2%c>(c‐r/1.412)&&rint1/c+1<a&&rint2/c+1<a)  
{x[rint1/c+1][rint2/c+1] = ‐1;}  
} }  
rint2 += 25;  
if(!(rint1%c<r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<r‐
2&&rint2%c<c‐r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<c‐r‐2)&&y[rint1/c][rint2/c]==0)  
{ if(rint2/c>=25)  
{y[rint1/c][rint2/c] = 1;}  
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if(rint1%c<r‐2&&rint1/c‐1>=0)  
{ y[rint1/c‐1][rint2/c] = ‐1;}  
if(rint1%c>c‐r‐2&&rint1/c+1<a)  
{ y[rint1/c+1][rint2/c] = ‐1;}  
if(rint2%c<r‐2&&rint2/c‐1>=0)  
{ y[rint1/c][rint2/c‐1] = ‐1;}  
if(rint2%c>c‐r‐2&&rint2/c+1<a)  
{ y[rint1/c][rint2/c+1] = ‐1;}  
}  
else{  
if(!(rint1%c<r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<r‐2)&&!(rint1%c<r‐
2&&rint2%c<c‐r‐2)&&!(rint1%c<c‐r‐2&&rint2%c<c‐r‐2)&&y[rint1/c][rint2/c]==1)  
{ y[rint1/c][rint2/c] = ‐1;}  
else{  
if(rint1%c<(r/1.412)&&rint2%c<(r/1.412)&&rint1/c‐1>=0&&rint2/c‐1>=0)  
{y[rint1/c‐1][rint2/c‐1] = ‐1;}  
if(rint1%c<(r/1.412)&&rint2%c>(c‐r/1.412)&&rint1/c‐1>=0&&rint2/c+1<a)  
{y[rint1/c‐1][rint2/c+1] = ‐1;}  
if(rint1%c>(c‐r/1.412)&&rint2%c<(r/1.412)&&rint1/c+1<a&&rint2/c‐1>=0)  
{y[rint1/c+1][rint2/c‐1] = ‐1;}  
if(rint1%c>(c‐r/1.412)&&rint2%c>(c‐r/1.412)&&rint1/c+1<a&&rint2/c+1<a)  
{y[rint1/c+1][rint2/c+1] = ‐1;}  
} }}  
for(int j=0; j<=a‐1;j++)  
{ for(int k=0;k<=b‐1; k++)  
{  if(x[j][k]==1)  
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count++;}  
}  
for(int j=0; j<=a‐1;j++)  
{ for(int k=25;k<=b+24; k++)  
{  if(y[j][k]==1&&x[j][k‐1]!=1)  
count++;} 
}  
System.out.println(count);  
System.out.println(count/(a*b));  
} }  
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